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Úvod a cíle: Variabilita farmakokinetika je jedním ze zásadních parametrů určujících 
úspěch a stabilitu farmakoterapie. Hlavním cílem této práce bylo studovat variabilitu 
farmakokinetiky na klinické i preklinické úrovni s cílem predikovat variabilitu 
farmakokinetiky v cílové poppulaci. Specificky byla vybrána tři léčiva, tj. sufentanil, 
s poměrně úzkým terapeutickým indexem, a dále nabumeton a abirateron, obě léčiva se 
známou vysokou variabilitou. 
Metodika: Studium variability farmakokinetiky sufentanilu bylo založeno na klinických 
vzorcích plazmy odebraných od pacientů během operace srdce, kde sufentanil byl podáván 
v rámci perioperační péče. Pro stanovení koncentrací sufentanilu bylo třeba zavést 
analytickou metodu. U pacientů byl rovněž stanoven genotyp MDR1 a OPRM1 a 
vyhodnoceny případné rozdíly farmakokinetiky v rámci těchto genotypů. Obdobně pro 
nabumeton byla provedena klinická studie, kdy byl zdravým subjektům podán nabumeton 
při dvou separátních příležitostech, odebrány vzorky plazmy a stanoveny koncentrace 
nabumetonu a jeho aktivního metabolitu 6-methoxynaftyloctové kyseliny (6-MNA). 
Vypočtené farmakokinetické profily pak byly srovnány v rámci genotypů pro MDR1 a 
CYP2D6 a v rámci pohlaví. Konečně v případě abirateronu bylo třeba zavést neklinický 
model pro studium jeho nových lékových forem a predikci absorpce u člověka.  
Výsledky a závěr: U 25 pacientů byly stanoveny koncentrace sufentanilu pomocí nové 
validované metody kapalinové chromatografie s MS/MS detekcí. Statistickou analýzou 
nebyly odhaleny rozdíly ve farmakokinetice sufentanilu v důsledku genotypů MDR1 či 
OPRM1. V klinické studii s nabumetonem bylo u 12 žen a 12 mužů odhaleny rozdíly 
v clearance a AUC 6-MNA mezi pohlavími, nikoliv však u parentní látky, nabumetonu. 
Rovněž zde však nebyly odhaleny rozdíly mezi genotypy, ať pro MDR1 či CYP2D6, u 
obou látek. Nakonec v preklinické studii byl použit plán založený na nekompletním bloku 
pro srovnání expozice po podání 4 různých lékových forem abirateron acetátu potkan‘m, 
jednak originální s problematickou absorpcí, jednak pozitivní kontroly, u níž už bylo 
popsáno zvýšení expozice, a pak dvou lékových forem nových. Voperovaným katetrem 
byly odebírány vzorky krve a v získané plazmě byly stanoveny koncentrace abirateronu. U 
nových lékových forem byl popsán až 250% nárůst expozice. Tento model lze využít pro 
rychlé a poměrně levné zhodnocení biodostupnosti více nových lékových forem. 
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Backgroun and aims: Pharmacokinetic variability is of paramount importance for 
sucessfull pharmacotherapy. The main purpose of this work was to study variability of 
pharmacokinetics in clinical and non-clinical setting with the aim to predict variability in 
target population. Specifically, three drugs were chosen, sufentanil, with relativelly narrow 
therapeutic index, and nabumeton and abirateron, both with known high variability. 
Methods: The study of pharmacokinetic variability of sufentanil was based on clinical 
samples taken from patients undergoing surgical cardiac procedure, where the sufentanil 
was used as a part of the drug coctail used during the procedure. New analytical method 
was necessary to prepare and validate to measure sufentanil concentrations and obtain 
pharmacokinetic parameters. These were compared between determined genotype groups 
of MDR1 and OPRM1. Similarly, clinical study was executed with nabumetone, in which 
nabumetone was administered in a group of 24 subjects on two separate occassions. 
Plazma samples were obtained and concentrations of nabumetone and its active metabolite, 
6-methoxynaphtylacetic acid (6-MNA), were determined. Obtained pharmacokinetic 
profiles were compared between female and male volunteers, and genotypes for MDR1 
and CYP2D6. Finaly for abiraterone, new non-clinical model was needed to evaluate novel 
drug formulations and to predict its absorption in man.  
Results and conclusion: Novel analytical method, liquid chromatography with MS/MS 
detection, for sufentanil measurements in human plazma was validated and used to 
measure sufentanil concentrations in plasma samples of 25 patients. No differences were 
seen between genotypes for MDR1 or OPRM1. In clinical study with nabumetone, some 
differences were seen between female and male volunteers, specifically in clearance and 
AUC of 6-MNA, on the other hand no differences were seen for any nabumetone 
parameters, nor between genopypes for MDR1 and CYP2D6 in neither of the substances. 
Incomplete block design was used in the non-clinical study with abiraterone to compare 4 
drug formulations in rats, the original formulation with problematic and variable 
absorption, positive control, also a positive control for which enhanced exposure to 
abiraterone was already described, and two new drug formulations. Blood samples were 
collected via catheter, that was inserted during a surgical procedure, and concentrations of 
abiraterone was measured in obtained plazma. Calculated pharmacokinetic profiles shown 
250% increase in abirateron exposure with novel drug formulations. This model can be 
used for fast and relatively cheap evaluation of new drug formulations. 
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6-MNA – 6-methoxy-naftyloctová kyselina 
ABCB – ATP-binding cassette subfamily B 
ABCC – ATP-binding cassette subfamily C 
ABCG – ATP-binding cassette subfamily G 
ACE – angiotenzin konvertující enzym 
AK – aminokyselina 
aPTT – activated partial thromboplastin time, aktivovaný částečný tromboplastinový čas 
ATP – adenosin trifosfát 
AUC – plocha pod křivkou 
BCHE – butyrylcholinesteráza 
BCRP – breast cancer resistence protein 
BCS – biopharmaceutics classification system 
BES – bioekvivalenční studie 
BMI – body mass index 
CKD – chronic kidney disease, chronické onemocnění ledvin 
Cl – clearance 
CLCr – clearance kreatininu 
CL/F - orální clearance 
Clint – jaterní “vnitřní” clearence 
CLNR – non-renální clearance  
CLT – totální clearance 
Cmax – maximální koncentrace 
Cmin –koncentrace na konci dávkovacího intervalu 
Css - koncentrace v ustáleném stavu po intravenózní infuzi 
CV – koeficient variability, resp. interindividuální variabilita 
CYP – cytochrom P450 
DAD – diode array detector 
DNA – deoxyribonukleová kyselina 
dNTP – 2'-deoxynukleosid 5'-trifosfáty 
DPD – dihydropyrimidindehydrogenáza 
DV – deionizovaná voda 
EDTA – ethylendiamintetraoctová kyselina 
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EM – extenzivní metabolizátor 
EMA – european medicines agency 
ESRD – poslední fáze renálního selhání 
FaSSIF – fasted state simulated interstinal fluid, simulovaná střevní tekutina na lačno 
FD – farmakodynamika 
FDA – food and drug administration 
fe – procento léčiva vyloučené v nezměněné podobě v moči 
FK – farmakokinetika 
FM – faktor matrice 
GFR – glomerular filtration rate, míra glomerulární filtrace 
GIT – gastrointestinální trakt 
HPMC – hydroxypropylmethylcelulóza 
HQC – vysoký QC vzorek 
IM – intermediární metabolizátor 
INR – international normalized ratio 
IS – interní standard 
ISCV – intrasubject variability, intra-individuální variabilita 
LC – liquid chromatography 
LLOQ – lower limit of quantification, dolní limit kvantifikace 
LQC – nízký QC vzorek 
MDR – multidrug resistence protein 
MQC – střední QC vzorek 
MRM – multiple reaction monitoring 
MRP – multidrug resistance protein 
MS – mass spectrometry 
NA – není dostupné 
NAT – N-acetyltransferáza 
MRT – mean residence time 
NUDT15 – nukleotid difosfatáza 
OATP – organic anion-transporting polypeptide, transportér organických aniontů 
ODP – original drug product, originální léčivý přípravek 
OPRM – opioidní receptor µ 
PAH – polycyklické aromatické uhlovodíky 
PCR – polymerázová řetězová reakce 
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P-gp – p-glykoprotein 
PIL – příbalový leták 
PM – pomalý metabolizátor 
QC – quality control 
RFLP - polymorfismus délky restrikčních fragmentů 
SLC – solute carrier transportér 
SPC – summary of product characteristics, shrnutí vlastností přípravku 
SRM – selective reation monitoring 
SSRI – selective serotonine reuptake inhibitors, selektivní inhibitory zpětného vychytávání 
serotoninu 
t1/2 – biologický poločas 
TPMT – thiopurinmethyltransferáza 
UGT – uridin 5′-difosfo-glukuronosyltransferáza 
UM – ultrarychlý metabolizátor 
UPLC – Ultra Performance Liquid Chromatography 
UV - ultraviolet 
VKORC1 – komplex vitamin K epoxidoreduktáz, podjednotka 1 
VŠCHT – Vysoká škola chemisko-technologická 
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V současné době je většina léčiv podávána s předpokladem nízké inter-individuální 
variability odpovědi pacienta na léčbu (Balashova et al., 2018). Nicméně tento předpoklad 
není často splněn: léčba údajně není efektivní u 30-60 % pacientů (Piquette-Miller and 
Grant, 2007) a u 10 až 30 % všech léčených pacientů se vyvinou nežádoucí účinky (de 
Vries et al., 2008), (Patidar et al., 2013), ač tento údaj samozřejmě může být zkreslen 
léčivy, u nichž se dávkuje až do tolerance nežádoucích účinků a ty se tedy vyvinou de 
facto ve 100 % případů. Z těchto důvodů se objevily snahy o personalizaci medicíny, tedy 
o snahu o terapii přizpůsobenou konkrétnímu pacientovi, ať už co se týče výběru léčiva, či 
jeho dávkování, a to na základě pokud možno exaktních parametrů. K tomu je samozřejmě 
zapotřebí, aby byly identifikovány faktory, které odlišují pacienty mezi sebou či v čase, 
tedy zdroje variability inter-individuální, resp. intra-individuální. Mezi základní parametry 
patří věk a hmotnost pacienta (Balashova et al., 2018), nicméně s rozvojem znalostí 
genetických, biochemických a přidružených technik molekulární biologie a chemie došlo 
přirozeně i prudkému rozvoji znalostí vedoucích k pochopení významu dalších méně 
zjevných parametrů, na základě nichž lze nyní dále zpřesnit charakterizaci pacienta a 
rovněž tedy i správné dávkování. Například na stránkách http://warfarindosing.org lze na 
základě několika demografických (věk, hmotnost, výška, etnicita), 2 genetických 
(polymorfismus CYP2C9 a VKORC1), a dalších klinických či environmentálních 
parametrů (ko-administrace amiodaronu, statinů, nebo přítomnost kouření, komorbidit atd.) 
spočítat dávku warfarinu lišící se někdy až desetinásobně. Tato variabilita je dána jednak 
ovlivněním farmakodynamiky warfarinu (polymorfizmy FD warfarinu, tj. VKORC1), ale 
hlavně vlivem na farmakokinetiku warfarinu, ať už na úrovni metabolismu 
(polymorfizmy enzymu metabolizujícího warfarin, tj. CYP2C9, popř. komedikace 
s inhibitory metabolismu warfarinu, např. amiodaronem), či na úrovni distribuce 
(hmotnost) a nebo v podstatě na všech úrovních vlivem věku, jak bude rozebráno níže 
v následujícím odstavci. Nicméně těchto faktorů je mnoho a budou rovněž shrnuty níže. 
1.1. Zdroje a důsledky variability farmakokinetiky 
1.1.1. Parametry pacienta 
1.1.1.1. Věk 
Od početí přes narození, dospělost až po stáří, lidské tělo neustále prochází změnami, 
a zároveň je také exponováno lékům. Přičemž především v extrémech, tj. v dětství a stáří, 
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lze pozorovat značné odlišnosti od dospělé populace; tento problém je dále prohlouben 
tím, že v těchto dvou skupinách se léčiva studují jen zřídka a lékař často nemá příliš 
mnoho dat, na nichž založit dávkování. Přitom u dětí mohou následky, ať už pozitivní či 
nežádoucí, přetrvávat po zbytek života; na druhé straně starší populace je často rovněž 
příjemce léčiv pro širokou škálu onemocnění (Holford et al., 2013). 
Variabilitu odvozenou od věku pacienta lze pozorovat již v rychlosti a míře absorpce. 
U novorozenců je snížený intestinální tranzit, nicméně následně dosahuje poměrně brzy  
hodnot dospělého člověka – okolo sedmého měsíce (Grand et al., 1976). Rovněž je snížena 
sekrece vnitřního faktoru a kyseliny chlorovodíkové. Při studiu 18 dětí (9-30 měsíců), 
Rodbro a kol. (Rodbro et al., 1967) popsali sekreci vnitřního faktoru bližší sekreci 
dospělého, než u kyseliny chlorovodíkové. Přestože sekrece protonů vztažená na hmotnost 
dosahuje normálních hodnot již v 16 týdnu, žaludeční pH je zvýšeno až do 4 roku (Grand 
et al., 1976). To samozřejmě může mít vliv na rozpouštění a následnou absorpci léčiv, 
především charakteru slabých zásad, u nichž rozpustnost je často závislá na protonaci jinak 
hydrofobní molekuly (Dressman et al., 2007), ačkoliv u acidolabilních molekul toto může 
naopak vést k snížené hydrolýze léčiva v žaludku a zvýšené biodostupnosti (Huang and 
High, 1953). Zvýšenou biodostupnost pak můžeme pozorovat rovněž kvůli nedostatečné 
maturaci střevních metabolických enzymů a transportních systémů (Holford et al., 2013), 
(Hines, 2013). Dalším problémem může být i snížená spolupráce dětí, neschopných 
spolknout běžné pevné lékové formy, a u menších dětí může být problém i s tekutými 
lékovými formami. U alternativních způsobů aplikace, např. bukálních či sublingválních, 
jež mohly tuto situaci vyřešit, je velká míra nespolehlivosti, jelikož děti nejsou často 
schopny udržet v ústech lékovou formu dostatečnou dobu, zejména ty s nepříjemnou chutí, 
a následně je zvýšené množství spolknuto či vyplivnuto (Holford et al., 2013), (Karl et al., 
1993). Zpomalení transitu gastrointestinálním traktem pak bylo popsáno rovněž u starších 
lidí (Madsen, 1992). 
Mezi dítětem a dospělým je řada rozdílů, tím nejzřejmějším je velikost, jež by už 
sama o sobě způsobila rozdíly v distribuci léčiv. Tak alometrie předpokládá lineární 
závislost distribučního objemu na hmotnosti (při fyziologickém, lépe možná stejném 
složení těla): V = VSTD x FSIZE, kde VSTD je standardní objem pro dané léčivo, FSIZE je 
faktor daný jako poměr hmotnosti subjektu (WT) ku standardní hmotnosti (WTSTD, 70 kg): 
FSIZE = WT/WSTD (Holford, 1996). Nicméně onen základní předpoklad „fyziologického“, 
potažmo stejného složení těla právě není často dodržen u dětí ani starších pacientů, právě 
proto, že fyziologická kompozice lidského těla se značně liší u novorozenců až po starší 
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pacienty, především ve vzrůstu tukové tkáně a ztrátě vody (jejíž hodnoty jsou extrémní 
právě u novorozenců) (Lu and Rosenbaum, 2014), jak je znázorněno i na Obr. 1 převzato 
z (Rakhmanina and van den Anker, 2006). To může vést k signifikantnímu zvýšení 
distribučního objemu a „pufrovací“ kapacity pro lipofilní léčiva jako je diazepam 
s následnou prodlouženou eliminací u starých lidí v důsledku většího podílu tukové tkáně, 
na druhé straně pak k opačnému důsledku u dětí s vysokými koncentracemi po podání 
vzhledem k sníženému distribučního objemu, resp. opět k opačným problémům pro 
hydrofilní léčiva, jako gentamicin či digoxin, která budou mít zvýšený distribuční objem u 
dětí a snížený u starších pacientů (Klotz et al., 1975), (Hanratty et al., 2000), (Echeverria et 
al., 1975), (Morselli, 1976). 
 
Obr. 1: Změny v složení těla v průbehu věků 
  
Rovněž vazebná kapacita plazmatických proteinů je snížena u novorozenců 
(McNamara and Alcorn, 2002), což může zapříčinit jednak zvýšení distribučního objemu, 
jak bylo popsáno pro fenobarbital (Morselli, 1976), ale také zkomplikovat interpretaci 
plazmatických koncentrací: většinou je měřena celková plazmatická koncentrace, ale pro 
účinek a distribuci je kritická volná frakce. To může představovat závažný problém např. 
při dávkování fenytoinu, který je jednak vysoce vázaný, ale rovněž má úzký terapeutický 
index (Anderson and Meakin, 2002). 
Rozdíl v eliminaci u dětí oproti dospělým je dán opět do jisté míry velikostí, ale 
především maturací. První rozdíl je ostatně naprosto očividný: od 0,5 kg předčasně 
narozeného dítěte až po 250 kg u morbidně obézního dospělého. Tento 500-násobný rozdíl 
ve velikosti ovšem neodpovídá 500 násobnému rozdílu v eliminaci. Pro vztah hmotnosti a 
eliminace existuje v alometrii podobný vztah jako pro distribuční objem, nicméně zde není 
19 
 
závislost přímo lineární, ale FSIZE má v tomto případě exponent ¾, tedy FSIZE = 
(WT/WTSTD)
¾, a obdobně jako pro distribuční objem: CL = CLSTD x FSIZE, kde CLSTD 
značí clearence standardní pro dané léčivo. Z toho vyplývá, že rozdíl bude tedy pouze 100-
násobný (Holford et al., 2013). Univerzální použitelnost exponentu ¾ je ovšem sporná a 
nedávné klinické studie ukazují, že je použitelný až pro děti od šesti let věku, kdy prediční 
schopnost dosahuje přesnějších hodnot (Mahmood, 2014a), (Edginton et al., 2013), 
(Momper et al., 2013) a univerzální užití tohoto exponentu je tedy nespolehlivé. Mnohem 
přesnějších predikcí lze dosáhnout použitím exponentů vztažených k věku, např. 0,9 pro 
děti do pěti let (Mahmood, 2014b).  
Co se týče maturace, je problematika složitější: různé eliminační cesty mají různou 
dobu maturace - již jednobuněčný zárodek je schopen do určité míry metabolismu (např. 
esterázami), naopak např. léčiva, jež se povětšinou vylučují nezměněna v moči, se mohou 
vyloučit až po vývoji ledvin v 16 týdnu po koncepci, ač to může být podstatné až ve chvíli, 
kdy dané léčivo není schopno prostoupit zpět do matky přes placentární bariéru: jinak 
eliminaci zajistí matka (Holford et al., 2013), (Chen et al., 2006). Rovněž i jednotlivé 
izoformy CYP450 maturují různě rychle (Bouzom and Walther, 2008) a rychlost maturace 
je rovněž odlišná mezi jednotlivci, což vytváří období hypervariability, kdy vývojové 
faktory mají větší dopad než genetická variabilita (Hines, 2013).  V konečném důsledku 
byla pozorována na věku závislá variabilita v eliminaci klobazamu (Burns et al., 2016), 
vorikonazolu (Pasqualotto et al., 2008), flukonazolu (Brammer and Coates, 1994), 
miltefosinu (Castro et al., 2017). Obecně lze říci, že jedinci do 1 roku mají často sníženou 
aktivitu metabolických enzymů oproti dospělým, naopak u dětí od jednoho do šesti let 
dochází naopak k zvýšení aktivit těchto enzymů a tedy ke zkrácení biologického poločasu 
a nutnosti častějšího dávkování, popř. vyšších dávek. U adolescentů dochází po pubertě 
k ustálení dospělých hodnot aktivit metabolických enzymů (Rakhmanina and van den 
Anker, 2006). 
Na druhé straně spektra jsou starší pacienti, s často sníženou funkcí ledvin, ač toto 
není zdá se zapříčiněno samotným věkem, ale souvisejícími onemocněními (Klotz, 2009). 
Mezi 30 až 80 lety věku klesá počet glomerulů a celkově masy tkáně ledvin asi 20-30 %, 
ale asi u jedné třetiny pacientů nedochází k poklesu funkce ledvin a v malé subpopulaci 
této věkové kategorie bylo  dokonce pozorováno zvýšení clearance kreatininu s věkem 
(Lindeman et al., 1985). Vzhledem k tomu, že stačí jedna ledvina k udržení clearance 
kreatininu, není pozorování, že starší pacienti jsou schopni zachovávat hemostázu tělních 
tekutin, až tak překvapivé. Na druhou stranu značně klesá jejich schopnost přizpůsobovat 
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se environmentální zátěži, stresu souvisejícímu s onemocněním či lékařským zákrokem 
(Beck, 1998). Je tomu tak rovněž i proto, že u této populace dochází ke glomerulární 
skléroze, změněným tubulárním strukturám a charakteru vaskulárního toku krve.  Dochází 
k snížení toku ledvinami a glomerulní filtrace, často jsou přítomny i tubulární změny, např. 
poškozené hospodaření s vodou, sodíkem, či glukózou, a endokrinologické změny, jako 
změny v renin-angiotensin-aldosteronovém systému, metabolismu vitaminu D, či 
efektivity antidiuretického hormonu (Meyer, 1989). Ztráta pocitu žízně situaci dále 
zhoršuje (Beck, 1998), stejně jako systémové onemocnění. Např. Fliser a kol. (Fliser et al., 
1997) popsali ve studii srovnávající mladé zdravé subjekty se subjekty staršími 
(normotenzními, hypertenzními nebo s kompenzovaným lehkým až středně těžkým 
selháním srdce), že ačkoliv glomerulární filtrace byla snížená u starších lidí oproti 
mladším, pro normotenzní a hypertenzní subjekty byla v mezích normy, ne však u pacientů 
se selháním srdce, a efektivní renální tok plasmy byl v normě jen u normotenzních starších 
pacientů, snížený u hypertenzních starších pacientů, a ještě nižší u pacientů se selháním 
srdce.  
Nicméně dávkování léčiv může být často predikováno na základě clearance 
kreatininu (viz níže v 1.1.1.4 věnující se selhání ledvin, potažmo clearance kreatininu), což 
tuto situaci poměrně zjednodušuje. 
U jater, kde je rovněž popsáno snížení funkce s věkem, játra se zmenšují asi o 20-30 
% a tok krve játry o 20-50 % (Wynne et al., 1989), podobný biomarker není. Clearance 
léčiv se zdá být snížena v tandemu k zmenšenému objemu jater (Kinirons and O'Mahony, 
2004) a objem jater je kritickým parametrem pro fyziologicky-založené farmakokinetické 
modely pro predikci clearance léčiv (Small et al., 2017). Nicméně objem hepatocytů 
v játrech se zdá se nemění, stejně jako obsah biotransformačních enzymů (Klotz, 2009), 
(Schmucker et al., 1990). Některé studie (George et al., 1995) sice poukázali na selektivní 
pokles množství enzymů CYP2E1 a CYP3A ve vzorcích jaterní tkáně korelující s věkem, 
ale vzhledem k tomu, že se jednalo o vzorky pocházející především od pacientů 
s chronickým jaterním selháním a jiné studie (Hunt et al., 1992) v játrech určených pro 
transplantaci (tedy ve zdravých játrech) toto, minimálně pro CYP3A, nepotvrdily, zdá se 
pravděpodobnější, že pokles souvisel právě se selháním jater, nikoliv s věkem jako 
takovým. Ostatně klinické studie využívající modelových látek pro určité enzymy CYP 
povětšinou rovněž nenalezly spojitost mezi věkem a variabilitou v clearance, ať už pro 
olanzepine (modelová látka pro CYP1A2) (Bigos et al., 2008), paroxetin (CYP2D6) (Feng 
et al., 2006), nebo midazolam (modelová látka pro CYP3A4) (Albrecht et al., 1999), 
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(Gorski et al., 2003), ač u posledně zmíněného opět byly i studie s opačným výsledkem: 
nesignifikantní pokles clearance o 19, resp. 24 % popsali Harper a kol (Harper et al., 1985) 
a Platten a kol. (Platten et al., 1998), a dokonce pokles o 44 % popsal Greenblatt et al. 
(Greenblatt et al., 1984). Situaci zde navíc komplikuje genetický polymorfismus, který 
zřejmě způsobuje větší pokles aktivity enzymu s věkem u některých genotypů než u 
genotypů jiných. Tak např. pro omeprazol, modelovou látku pro CYP2C19, došlo 
k zvýšení expozice (tedy snížení metabolismu) u starších rychlých a intermediárních 
metabolizátorů, nikoliv však u metabolizátorů pomalých (Ishizawa et al., 2005). To je 
pravděpodobně způsobeno tím, že genotyp má mnohem větší dopad sám o sobě na aktivitu 
příslušného enzymu než věk (Klotz, 2009). 
1.1.1.2. Pohlaví 
 Dalším důležitým fyziologickým zdrojem variability je pohlaví pacienta, potažmo 
biologické odlišnosti s pohlavím související. Těmito odlišnostmi je hmotnost, kompozice 
těla, faktory gastrointestinálního traktu, jaterní metabolismus a eliminace ledvinami 
(Alomar, 2014).  
Motilita gastrointestinálního traktu je ovlivnitelná pohlavními hormony, absorpce 
léčiv tedy může kolísat nejen mezi pohlavími, ale také v rámci jedné ženy v průběhu 
menstruačního cyklu (Gandhi et al., 2004). Vyprazdňování žaludku tlumí estrogen a jeho 
deriváty a alespoň u potkanů vysoké koncentrace progesteronu, nízké naopak 
vyprazdňování urychlují. Průchod gastrointestinálním traktem je pomalejší u žen než u 
mužů. Jedná se především o tranzit tlustým střevem a již zmíněné vyprazdňování žaludku. 
Jak u žen, tak i u mužů existuje značná intra-individuální variabilita a vzhledem k ní je 
kolísající vliv hormonů v rámci menstruačního cyklu pravděpodobně zanedbatelný (Degen 
and Phillips, 1996).  
Ženy mají odlišnou kompozici těla od mužů, především ve vyšším podílu tukové 
tkáně, nižší průměrné váze a nižším objemu plazmy, s očividnými důsledky pro 
farmakokinetiku, přesněji distribuci léčiv. Ta je pak rovněž ovlivněna i nižším průtokem 
krve orgány (Gandhi et al., 2004). Příkladem klinicky signifikantního rozdílu v distribuci 
jsou např. periferní nedepolarizující myorelaxancia odvozená od kurare, konkrétně 
vekuronium, pankuronium a rokuronium, jejichž permanentně nabitá molekula z nich dělá 
značně hydrofilní molekuly. Vzhledem k výše zmíněným distribučním rozdílům je 
výsledek předvídatelný: u žen je snížený distribuční objem, je snáze dosaženo vyšších 
koncentrací a je tedy potřeba nižší dávky než u mužů k navození myorelaxace (Pleym et 
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al., 2003). Opačný efekt není pak překvapením u (naopak) lipofilních molekul, třeba již 
zmíněného diazepamu (Ochs et al., 1981).  
Zřejmě nejdůležitějším rozdílem odvozeným od pohlaví je eliminace léčiv, 
především pak biotransformační enzymy. Tyto byly velmi přehledným a vyčerpávajícím 
způsobem shrnuty v shrnujících článcích autorů Franconi a Campesi (Franconi and 
Campesi, 2014a), (Franconi and Campesi, 2014b). Waxman a kol. poukázali na to, že 
nejdůležitějším faktorem, minimálně u myší a potkanů, v těchto odlišnostech hraje růstový 
hormon svým vlivem na expresi různých proteinů včetně mnoha enzymů CYP. I u lidí se 
zdá být tento faktor důležitý (Waxman and Holloway, 2009). 
V některých studiích byly popsány farmakokinetické rozdíly, např. u již zmíněného 
diazepamu (MacLeod et al., 1979), ale i dalších psychofarmak jako chlordiazepoxid 
(Roberts et al., 1979), či olanzapin (Bigos et al., 2008) byl u žen popsán delší eliminační 
poločas než u mužů. Na druhou stranu u žen zvýšená exprese CYP3A4 vedla k rychlejší 
eliminaci jeho substátů, např. cyklosporin (Kahan et al., 1986), erytromycin (Austin et al., 
1980), či nifedipinu (Krecic-Shepard et al., 2000). Výše zmíněná zvýšená exprese 
CYP2E1, CYP2D6, UDP-glukuronyltransferázy u mužů vedla opět k očekáváné efektu – 
zrychlené eliminaci substrátů příslušných enzymů. Tak je u mužů rychleji eliminován 
chlorzoxazon (Kim and O'Shea, 1995), modelová látka CYP2E1, propanolol, metoprolol, 
dextrometorfan, desipramin, a mirtazapin, substráty CYP2D6 (Franconi et al., 2007), 
(Schwartz, 2007) a rovněž paracetamol (Miners et al., 1983) a oxazepam (Court et al., 
2004), u obou v důsledku zvýšené míry glukuronidace. Typickým příkladem je i snížená 
tolerance žen k alkoholu, kvůli nižší aktivitě alkoholdehydrogenázy. U žen pak dochází i 
mnohem rychleji k alkoholickému poškození jater. Nicméně tyto poměrně kusé nálezy 
zatím nenašly uplatnění v praxi a de facto neexistují specifická dávkovací schémata pro 
muže a ženy. Je tomu tak i kvůli relativně nižší inkluzi žen do klinických studií (Baraona et 
al., 2001). 
1.1.1.3. Těhotenství 
Během těhotenství dochází ke změnám kompozice těla s příslušnými důsledky pro 
distribuční objemy, ale i dalších klinických proměných; tyto jsou shrnuty v následující 
Tab. 1, další Tab. 2 se specificky věnuje jedné ze změn – ovlivnění biotransformačních 





Tab. 1: Vliv těhotenství na klinicky významné parametry a důsledky jejich změn 
Parametr Důsledky 
Zpomalené vyprazdňování žaludku a 
zvýšené pH žaludku 
Změny v biodostupnosti a opožděný Cmax 
po p.o. podání 
Zvýšený srdeční výdej 
Zvýšený průtok krve játry – zvýšená 
eliminace pro některé látky 
Zvýšené celkové tělesné množství vody, 
extracelulární tekutiny 
Změny v distribuci léčiv; Zvýšený VD pro 
hydrofilní látky 
Rozšířený tukový kompartment 
Zpomalená eliminace lipofilních látek, 
zvýšený VD pro tyto látky 
Zvýšený průtok krve ledvinami a 
glomerulární filtrace 
Zvýšená clearance ledvinami 
Snížená koncentrace albuminu v plazmě Zvýšená volná frakce léčiv 
Pozměněná aktivita CYP450 a UGT  
Změny v biodostupnosti a hepatální 
eliminaci 
 
Tab. 2: Vliv těhotenství na expresi a aktivitu enzymů 
Enzym Vliv těhotenství Příklady substrátů 
CYP1A2 Snížení Paracetamol, propranolol, teofylin 
CYP2B6 Zvýšení Methadon, efavirenz, sertralin 
CYP2C8 Zvýšení Verapamil, fluvastatin 
CYP2C9 Zvýšení Glyburid, fenytoin 
CYP2C19 Snížení Proguanil, indomethacin, citalopram, escitalopram 
CYP2D6 Zvýšení Alprenolol, kodein, fluoxetin 
CYP2E1 Zvýšení Disulfiram, teofylin 
CYP3A4 Zvýšení Darunavir, citalopram 
UGT Zvýšení Lamotrigin, morfin 
 
Výsledný efekt pak bude určitou sumou těchto možných, často protichůdných vlivů. 
Např. paracetamol, metabolizovaný především enzymy CYP1A2 a CYP2E1, má 
v těhotenství rozšířený distribuční objem, a jeho metabolismus je zpomalený přes 
CYP1A2, ale zvýšený přes CYP2E1. Ve výsledku mají těhotné ženy nižší expozici tomuto 
léčivu (Rayburn et al., 1986), (Kulo et al., 2013), (Miners et al., 1986). Dalším příkladem 
mohou být cefalosporiny, např. cefatrizin (Papantoniou et al., 2007), cefazolin (Allegaert et 
al., 2009), cefoperazon (Gonik et al., 1986), cefradine (Philipson et al., 1987), u nichž bylo 
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popsáno rovněž snížení expozičních parametrů a zvýšení eliminace, v tomto případě je toto 
způsobeno zřejmě zvýšením volné frakce v plasmě v důsledku saturability plazmatických 
proteinů u těhotných žen. Signifikantně rozšířený distribuční objem pak byl popsán i u 
chemoterapeutik včetně doxorubicinu, paklitaxelu a karboplatiny (Van Calsteren et al., 
2010), antivirotik lopinaviru, ritonaviru (Best et al., 2010), raltegraviru (Watts et al., 2014) 
či tenofoviru (Best et al., 2015), antimalarika atovakvonu (McGready et al., 2003) a 
dalších. Popsaných rozdílů je velmi mnoho, společným znakem je v naprosté většině právě 
snížená expozice, ať už právě pro zvýšený distribuční objem nebo rychlejší eliminaci. Pro 
další příklady lze opět jen doporučit práci Pariente a kol. (Pariente et al., 2016). 
1.1.1.4. Clearance kreatininu 
Clearance kreatininu odpovídá velmi dobře funkci ledvin a lze tedy využít jako 
zástupný parametr eliminačním schopnostem ledvin. Je nasnadě, že farmakokinetika léčiv 
vylučovaná především močí bude značně závislá právě na funkčním stavu ledvin, potažmo 
právě měřitelné clearance kreatininu. Nicméně ledviny hrají neodmyslitelnou roli i 
v dalších zásadních procesech a tak jejich selhávající funkce má mnohem komplexnější 
dopad – viz Tab. 3, upraveno dle (Rodieux et al., 2015). 
 










Snížená absorpce léčiv 
dependentních na kyselém 
prostředí, zpomalené 
vyprazdňování žaludku, 
opožděná absorpce léčiv 
Zvýšení variability 
biodostupnosti u 
subjektů se selháním 
ledvin oproti subjektům 





v sytémové cirkulaci, 
zvýšená biodostupnost pro 
acidolabilní molekuly, 
snížená biodostupnost pro 












Pokles absorpce  
Distribuce 
Vznik edému a 
ascitu 
Zvýšení zdánlivého 
distribučního objemu pro 
vysoce hydrofilní léčiva a 
Nižší koncentrace po 
podání dané dávky 
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Zvyšení nevázané frakce 
léčiva 
Zvýšení volné frakce 










Změny ve střevních, 
jaterních a renálních 
transportérech (Pgp, 


















Pokles v GFR 
Snížená clearance léčiv 
eliminovaných primárně 
glomerulární filtrací 
Zvýšené koncentrace a 
prodloužených 
biologický poločas léčiv 
eliminovaných primárně 
glomerulární filtrací 
Pokles ve vazbě 
na proteiny 
Snížená filtrace léčiv, 
s možným důsledkem 





pro organické ionty u 
pacientů s CKD, možná 
saturace při 
opakovaném dávkování 
P-gp P-glykoprotein, MRP-2 multidrug resistance protein 2, OATP organic anion-transporting polypeptide, 
transportér organických aniontů, CYP cytochrom P450, GFR glomerular filtration rate, míra glomerulární 
filtrace, CKD chronic kidney disease, chronické onemocnění ledvin 
  
Obecně je doporučena úprava dávkování pokud se v moči vylučuje více než 30 % 
intravenózně podané dávky v nezměněné podobě, nicméně vzhledem k právě výše 
uvedeným dopadům na farmakokinetiku léčiv, např. pro snížený metabolismus, mohou být 
nutné úpravy dávkování i pokud se v moči vylučuje v nezměněné podobě menší frakce 
(Verbeeck and Musuamba, 2009), (Velenosi and Urquhart, 2014). 
 Typickými příklady léčiv s ovlivněnou farmakokinetikou u selhání ledvin je 
digoxin (Iisalo, 1977) a lithium (Lea-Henry et al., 2018), nebo ACE inhibitory (ač jsou 
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právě u selhání ledvin prospěšné), z nichž většina je eliminována téměř exkluzivně 
ledvinami (Schoolwerth et al., 2001). V důsledku kumulace tekutin a tedy zvýšení 
distribučního objemu mohou typicky aminoglykosidy dosahovat nedostatečných 
koncentrací v plazmě (Olyaei and Bennett, 2009). Kvůli kumulaci organických kyselin u 
selhání ledvin dochází ke kompetici na vazebných místech plazmatických proteinů, 
specificky albuminu, u nějž navíc urémie způsobuje karbamylaci vazebných míst, a může 
tak dojít k zvýšení volné frakce kyselých léčiv. Zvýšení volné frakce bylo pozorováno 
např. u metotrexátu (zde spíše kvůli snížení exkrece a následné akumulaci), fenytoinu, 
teofylinu a dalších (Naud et al., 2012). 
 Příklady dopadu selhání ledvin na biotransformační enzymy a transportéry u 
některých substrátů jsou uvedeny v Tab 4, upraveno dle (Naud et al., 2012). 
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15,2   
a CL/F (mL min/kg).  
b Css, koncentrace v ustáleném stavu po intravenózní infuzi.  
AUC, plocha pod křivkou koncentrace v čase; CL/F, orální clearance; CLCr, clearance kreatininu; 
CLNR, non-renální clearance; CLT, totální clearance; Cmax, maximální koncentrace; CYP, cytochrom P450; fe, 
procento léčiva vyloučené v nezměněné podobě v moči ; ESRD, poslední fáze renálního selhání (závislost na 
dialýze); NA, není dostupné; t1/2, biologický poločas.  
 
1.1.1.5. Selhání jater 
Zde je situace komplikovanější, než by se dalo jednoduše předpokládat (Tab. 5, 
upraveno dle (Diep et al., 2017)): Kromě poklesu eliminace léčiv v důsledku snížení aktivit 
biotransformačních enzymů, snížení perfuze jater a biliární exkrece hrají játra důležitou 
roli i v distribuci látek, a to primárně jakožto místo syntézy plazmatických proteinů, ale 
také jako eliminační orgán pro kompetující endogenní molekuly právě na plazmatických 
proteinech. Situaci následně může komplikovat renální selhání, které často vzniká u 
pacientů se selháním jater – hepatorenální syndrom (Verbeeck, 2008), (Diep et al., 2017).  
 
Tab. 5: Změny ve farmakokinetických parametrech v důsledku selhání jater 
Farmakokinetický proces Akutní selhání jater Chronické selhání jater 
Absorpce Snížení průtoku krve játry Snížený first-pass 
metabolismus a snížená 
expozice jater látkám 
vstřebaným 
z gastrointestinálního traktu 
Distribuce Proměnlivý pokles vazby na 
plazmatické proteiny 
Snížená vazba na 
plazmatické proteiny a 
edémy vedoucí 
k zvýšenému distribučnímu 
objemu 
Metabolismus Postižení enzymů fáze II 
Zpomalený metabolismus 




Snížená funkce hepatocytů  
Eliminace Porušené vylučování do 
žluče 
Renální selhání z akumalce 
toxických metabolitů 
Narušená exkrece ledvinami 
a do žluče 
 
U látek s vysokou presystémovou eliminací lze efekt selhání jater pozorovat již u 
absorpce. To může být zčásti vysvětleno zvýšenou permeabilitou střev, jak bylo popsáno u 
absorpce cukrů u pacientů s cirhózou jater (Zuckerman et al., 2004), nicméně převažující 
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vliv lze vystopovat k snížené hepatické extrakci. Toto může být způsobeno 
jednak poklesem aktivit biotransformačních enzymů, dále pak portosystémovými zkraty, 
kdy část krve nesoucí v-střebanou látku obchází játra přímo do systémového oběhu. 
Změny v absorpci promítnuté do biologických dostupností jsou pro některé látky shrnuty 
v Tab. 6, upraveno dle (Verbeeck, 2008). Selhání jater může vést k násobnému nárůstu 
biologické dostupnosti vyžadujícími klinické úpravy dávkování, např. u karvediolu je 
doporučeno začít na pětinové dávce u lidí se selháním jater (Neugebauer et al., 1992), 
(Verbeeck, 2008). 
 






Karvedilol 0,19 0,83 4,4 
Chlormetiazol 0,10 1,16 11,6 
Labetalol 0,33 0,63 1,9 
Meperidin 0,48 0,87 1,8 
Metoprolol 0,50 0,84 1,7 
Midazolam 0,38 0,76 2,0 
Morfin 0,47 1,01 2,1 
Nifedipin 0,51 0,91 1,8 
Nisoldipin 0,04 0,15 3,8 
Pentazocin 0,18 0,68 3,8 
Propranolol 0,36 0,60 1,7 
Verapamil 0,10 0,16 1,6 
 
Jak už bylo zmíněno, selhání jater ovlivňuje i distribuci léčiv v důsledku změn ve 
vazbě na plazmatické proteiny. Toto může být způsobeno jednak sníženou syntézou 
albuminu a α1-kyselého glykoproteinu, akumulací endogenních látek (bilirubin), 
inhibujících vazbu na plazmatické proteiny, popř. kvalitativní změny v plazmatických 
proteinech (Verbeeck, 2008).  
Dopad selhání jater na jaterní metabolismus léčiv je pravděpodobně nejméně 
překvapivý. Jaterní „vnitřní“ clearance (CLint) představuje schopnost jater odbourávat 
nevázanou část léčiva z krve při normálním průtoku játry. CLint je závislá na aktivitě 
biotrasformačních enzymů a sinusoidálních a kanalikulárních transportérů. Při selhání jater 
jednak dochází ke ztrátě jaterní funkční tkáně a poklesu aktivit biotransformačních 
enzymů, a situaci dále zhoršuje pokles aktivit transportérů v jaterních buňkách, ať už pro 
samotné léčivo, ale i pro kyslík, který je nutný kofaktor funkce monooxidáz cytochromu 
P450 Obr. 2. Kromě CYP a dalších enzymů první fáze je postižena druhá fáze 
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metabolismu: glukuronidizace je snížena u morfinu (Hasselstrom et al., 1990), diflunisalu 
(Macdonald et al., 1992), lormetazepamu (Hildebrand et al., 1990), oxazemapu (Sonne et 
al., 1990), lamotriginu (Marcellin et al., 2001), zidovudinu (Taburet et al., 1990) či 
mykofenolátu (Parker et al., 1996). Pokles oxidativního metabolismu může mít opačný 
důsledek na účinnost léčiv; názorným příkladem je kodein a oxykodon. Zatímco kodein 
vděčí za značnou část své analgetické aktivity svému metabolitu – morfinu a při jaterním 
selhání nemusí mít dostatečný efekt, oxykodon je metabolizován na noroxykodon s 
minimální farmakodynamickou aktivitou, a při selhání jater může dojít naopak 
k předávkování a doporučuje se tedy začínat s nižší dávkou (Bosilkovska et al., 2012), 
(Diep et al., 2017).  
 
 
Obr. 2: Vztah funkce jater a clearance u některých jaterních enzymů CYP 
  
Biliární exkrece je důležitou eliminační cestou pro některé látky, nicméně kvůli 
problémům se sběrem vzorků žluče atp. jsou experimentální data u člověka poměrně 
vzácná, nicméně studie u pacientů podstupujících operaci kvůli obstrukci žlučovodu 
ukázaly, že eliminace je značně zpomalená u ampicilinu (Mortimer et al., 1969), cefalexinu 
(Sales et al., 1972), klindamycinu (Brown et al., 1976), cefoperazonu a ceftazidimu (Leung 




Další příklady léčiv ovlivněných jaterní funkcí lze nalézt v Tab. 7 převzaté od Diep a 
kol. (Diep et al., 2017). 
 










































Naproxen Snížená vazba na 
plazmatické proteiny 
Snížená eliminace 
Snížení dávky o 50 % 
(250 až 500 mg denně) 
Opioidy   Účinnost: 








krevní tlak a 
tepová frekvence 
Oxykodon Snížená vazba na 
plazmatické proteiny 
Snížený metabolismus 
na aktivní metabolit, 
oxymorfone 
Začít s nižšími dávkami a 
titrovat nahoru 
Kodein Snížená vazba na 
plazmatické proteiny 
Snížený metabolismus 
na aktivní metabolit, 
mofhine 
Může být použit, ale 
možné snížení 
analgetické účinnosti 
Použít jinou látku, jestli 
bolest není dostatečně 
kontrolována 
Hydromorfon Snížený metabolismus 
na neaktivní metabolit 
Mírné selhání: bez 
specifického doporučení 
Střední až těžké selhání: 
Začít s nižšími dávkami a 
titrovat nahoru 
Morfin Snížený metabolismus Mírné selhání: bez 
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na neaktivní metabolit specifického doporučení 
Střední až těžké selhání: 
Začít s nižšími dávkami a 
titrovat nahoru 






krevní tlak a 
tepová a dechová 
frekvence 




doporučení; možno začít 





krevní tlak a 
tepová a dechová 
frekvence 
Midazolam Snížený metabolismus 
vedoucí k akumulaci 
léčiva 
Začít na nižších dávkách 
a přejít na lorazepam 






krevní tlak a 
tepová a dechová 
frekvence 




Diazepam Snížený metabolismus 
vedoucí k akumulac 
léčivai 




Vankomycin Snížená vazba na 
plazmatické proteiny 
Úprava dávkování na 
základě požadované Cmin 
koncentrace 
Účinnost: Cmin 






, produkce moči 




Úprava dávkování na 
základě požadované Cmin 
a Cmax koncentrace 
Účinnost: Cmin 
(30 min před 
dálší dávkou), 






, produkce moči, 
ototoxické účinky 
Heparin Snížený metabolismus Úprava dávkování na 











Warfarin Snížený metabolismus Úprava dávkování na 







Argatroban Snížený metabolismus 
a clearance  
Infuze by měla být 
iniciována 0.5 μg/kg/min 
Úprava dávkování na 












aPTT – activated partial thromboplastin time, aktivovaný částečný tromboplastinový čas; INR – 
international normalized ratio; Cmax – maximální koncentrace; Cmin –koncentrace na konci dávkovacího 
intervalu 
 
1.1.1.6. Hmotnost a distribuce tuku 
Hmotnost je jedním ze základních parametrů farmakokinetických modelů, ale rovněž 
pro volbu dávky, především v pediatrické populaci a u látek s úzkým terapeutickým 
oknem. Společně s výškou určuje BMI, a klinicky je lze využít k určení tělesných 
deskriptorů typu ideální tělesná hmotnost, povrch těla atp. (Pai, 2012). 
V lidském těle je léčivo distribuováno do krve a odtud jsou distribuovány do 
periferním kompartmentů podle svým fyzikálně-chemických vlastností: látky hydrofilní, 
rozpustné ve vodě budou do značné míry setrvávat v krvi/plazmě, látky hydrofobní, 
lipofilní budou naopak mít snahu krev opustit a přejít do tkání bohatých na tuk: mozek, 
samotná tuková tkáň apod. Jelikož buněčné membrány jsou tvořeny fosfolipidovou 
dvojvrstvou, lipofilita/hydrofilita určuje i prostup právě přes membrány a permeabilitu 
příslušné látky (Alomar, 2014). Tyto kompartmenty, tedy krev, tuková tkáň, jsou ve vztahu 
k váze a hmotnost u konkrétního jedince tedy udává do značné míry distribuční objem 
látek. Je však nasnadě, že kompozice těla může být proměnlivá u dvou jedinců i v rámci 
stejného pohlaví, věku, hmotnosti a výšky s jediným rozdílem – mírou individuální tělesné 
aktivity. Tak u neaktivního jedince bude značně vyšší distribuční objem lipofilních látek 
oproti sportovci s jinak stejnými parametry (Pai, 2012). Z tohoto důvodu jsou kromě 
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aktuální hmotnosti pro úpravu či predikci dávkování používány další deskriptory, mj. 
ideální hmotnost těla, upravená hmotnost těla či tukoprostá tělesná hmotnost. Jejich využití 
pro predikci clearance kreatininu často dává přesnější výsledky než hmotnost aktuální 
(Demirovic et al., 2009), (Sawyer et al., 1983). V důsledu i dávkování léčiv lze často určit 
lépe na základě těchto parametrů, např. tukuprostá hmotnost je doporučována pro volbu 
dávkování inhibitorů protonové pumpy u dětí (Shakhnovich et al., 2019), či heparinu při 
operaci srdce (Aykut et al., 2018). Příklady farmakokinetické variability související 
s kompozicí těla již byly do značné míry shrnuty v kapitolách předchozích, především u 
Pohlaví a Věku. 
 
1.1.1.7. Etnikum 
U enicity/rasy se jedná o komplexní interakci vnitřních faktorů (geneticky 
podmíněného metabolismu a dispozice) a vnějších faktorů (environmentální vlivy) 
(Ferdinand and Igari, 2018).  
Nicméně ale právě genetické predispozice a někdy též environmentální vlivy jsou 
často rozhodující pro farmakokinetiku léčiva a lze tedy očekávat rozdíly mezi etniky. U 
některých antibiotik, např. ciprofloxacinu, makolidů, klindamycinu, tinidazolu, či určitých 
cefalosporinů, byla popsána dvoj- až trojnásobná expozice u asijského etnika oproti etniku 
bílému. Tento rozdíl byl připsán sníženému distribučnímu objemu a/nebo clearance (Tsai 
et al., 2015). Dále Zurlinden a Reisfeld (Zurlinden and Reisfeld, 2017) popsali rozdíly 
farmakokinetiky paracetamolu u západoevropské a východoasijské populace pomocí na 
fyziologii-založeného farmakokinetického modelování. Především při vyšších dávkách se 
tyto dvě populace odlišily v rychlosti a míře glukuronidizace, kdy asijská populace 
dosahovala větší míry glukuronidizace při nižších koncentracích a následně docházelo 
k saturaci, západoevropská populace vykazovala větší kapacitu. Bart a kol. (Bart et al., 
2014) popsali sníženou clearance metadonu u Hmong etnika. 
U černochů bylo rovněž popsáno, že Cockcroft-Gaulova rovnice podceňovala pro 
dané hladiny kreatininu odhad glomerulární filtrace, zřejmě kvůli vyššímu množství 
svalové hmoty nebo vyššímu příjmu zvířecího proteinu (Lewis et al., 2001). 
Vzhledem ke své podstatě lze předpokládat, že etnické rozdíly lze popsat u procesů 
geneticky podmíněných (enzymatická přeměna, absorpce pomocí transportérů atp.) a látek 
jim ve velké míře podléhajících, a lze jen stěží očekávat u procesů fyzikálně-chemických, 
jako jednoduchá difúze (Johnson, 2000), (Tsai et al., 2015).  
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1.1.1.8. Genetické vlivy 
Genetické vlivy na lékovou odpověď jsou již dobře známé a v současné době 
extenzivně studované, toto studium se osamostatnilo jako svébytný obor, 
farmakogenetika/genomika. Ačkoliv kořeny farmakogenetiky sahají až do padesátých let k 
objevům deficitu butyrylcholinesterasy, senzitivity k primachinu a obecně známé pomalé 
acetylace isoniazidu, tj. nálezy podkládající vliv genetiky na lékovou odpověď, hlubší 
pochopení těchto vztahů bylo umožněno až rozvojem metod molekularní biologie, 
biochemie či analytické chemie (Gardiner and Begg, 2006). 
Farmagenetika má význam jak pro farmakokinetiku, tak farmakodynamiku, nicméně 
vzhledem k námětu práce zde bude věnována pozornost pouze problematice 
farmakokinetiky. Farmakokinetika je geneticky polymorfní tam, kde se na osudu léčiva 
v organismu podílejí proteiny. V praxi nejdůležitější skupinou jsou to biotransformační 
enzymy fáze I (CYP, butyrylcholinesteráza, …) i fáze II, kam ostatně patří enzym z tohoto 
hlediska zřejmě nejdůležitější, tj. thiopurinmethyltransferáza (TPMT), ale i další, již 
zmíněná glukuronyltransferáza, dihydropyridindehydrogenáza a další. Polymorfismus 
biotransformačních enzymů teoreticky může vést ke čtyřem základním fenotypům, z nichž 
klinicky významně odlišné od běžné populace jsou především dva z nich: pomalý 
metabolizátor (PM) a ultrarychlý metabolizátor (UM). Pomalý metabolizátor je homozygot 
pro funkčně defektní alelu, zatímco ultrarychlý metabolizátor má funkční alely 
duplikované či multiplikované, nebo má expresi enzymu zvýšenou 
mutacemi/polymorfizmy v regulačních oblastech genu. Třetím fenotypem je pak 
intermediární metabolizátor (IM) s aktivitou enzymu mezi PM a posledním fenotypem, 
homozygotem pro funkční nepozměněné (wild-type) alely, extensivním metabolizátorem 
(EM). Ne vždy však dochází k segregaci na všechny tyto fenotypy, typicky u TPMT jsou 
popsány pouze fenotypy tři (chybí UM), UM je ostatně typický spíše jen pro CYP2D6 či 
CYP2C19, u většiny ostatních není popsán. 
K zařazení daného jednotlivce do příslušné skupiny metabolizátorů a s tím 
související individualizaci dávkování lze provést genotypizací a fenotypizací. Obecně lze 
říci, že fenotypizace odráží aktuální aktivitu enzymu, která se může měnit i vlivem jiných 
faktorů než pouze genetickým podkladem (věk, medikace, výživa a další), naproti tomu je 
nutno do těla zavádět exogenní látku, což dále může zatěžovat organismus (toto neplatí u 
krevních enzymů jako TPMT, či butyrylcholinesterasy, jejichž fenotypizaci je možno 
provádět ex vivo v odebrané krvi). Obě metody mají své výhody a nevýhody a konečný 
výběr značně záleží na konkrétním enzymu, výbavě pracoviště a samozřejmě volbě lékaře. 
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Např. u azathioprinu pro fenotypizaci hovoří fakt, že i u homozygotů se aktivita TPMT 
může lišit až čtyřnásobně a v rasově různorodé populaci genotypizace nemusí odhalit nové 
popř. netestované mutace. Naproti tomu předešlá krevní transfůze může vést k špatnému 
určení fenotypu a další komplikací je fakt, že aktivita TPMT se zvyšuje, především u 
heterozygotů, s podáváním thiopurinových léčiv a tedy prvotně stanovená aktivita se může 
změnit po zahájení léčby (Gardiner and Begg, 2006).  
 
Cytochrom P450 
Zřejmě nejznámějšími enzymy v metabolismu léčiv jsou ty v cytochrom P450. Jedná 
se o nadrodinu enzymů zastřešující oxidasy se smíšenou funkcí, které se dále dělí do rodin 
(40 % shoda v AK sekvenci, např. CYP2) přiřazením arabského čísla ke zkratce CYP a do 
podrodin (55 % shoda v AK sekvenci, CYP2D) přiřazením písmena. Jednotlivé enzymy se 
pak označují konečným přidáním dalšího arabského čísla, CYP2D6. 
Je známo přes 11 500 jednotlivých enzymů, u lidí bylo popsáno 18 rodin a 43 
podrodin P450 enzymů (Nelson, 2009). Pro metabolismus léčiv jsou významné první tři 
rodiny: CYP1, CYP2 a CYP3, ostatní se podílejí na metabolismu endogenních látek 
(Hukkanen, 2000). Až 80 % léčiv podstupuje oxidační reakce katalyzované P450 
(Eichelbaum et al., 2006), z toho 50 % připadá na podrodinu CYP3A4 (Ingelman-
Sundberg et al., 2007), na CYP2D6 a CYP2C9 připadá 25, resp. 20 % (Zanger et al., 
2004), (Kirchheiner and Brockmoller, 2005). 
 
• CYP2D6 
Tímto enzymem je metabolizována řada klinicky důležitých léčiv, β-blokátory, 
antidepresiva, neuroleptika, antiarytmika a opiody, obecně vzato jsou to lipofilní báze 
(Gardiner and Begg, 2006). Chemicky se jedná o polypeptid o 497 AK, tvořící 4 % z 
celkového množství enzymů P450 v játrech (Anzenbacher and Anzenbacherova, 2001), 
nicméně se podílí na metabolismu asi 25 % všech léčiv (Reynolds et al., 2016). 
Frekvence CYP2D6*3, CYP2D6*4, CYP2D6*5, CYP2D6*6, tedy hlavních 
variantních alel genu pro CYP2D6, v české populaci byla stanovena na 1,1 %, 22,9 %, 3,1 
%, respektive 0,2 % a duplikace genu pro CYP2D6 byla nalezena u 3,1 % subjektů 
(Buzkova et al., 2008). Implikace těchto a dalších mutací jsou znázorněny na Obr. 3, 




Obr. 3: Genetická variabilita CYP2D6 a její význam pro metabolismus léčiv 
 
Z farmakogenetického hlediska se jedná pravděpodobně nejstudovanější enzym, viz 
(Gardiner and Begg, 2006), (Zhou, 2009a), (Zhou, 2009b). Třeba Gardiner shrnuje už 
v roce 2006 CYP2D6 v tabulce o 29 molekulách a průměrně alespoň třemi studiemi ke 
každé, v současné době FDA zmiňuje CYP2D6 asi u 65 léčiv v SPC/PIL (FDA, 2019). 
Nicméně klinického významu dosáhlo poměrně málo léčiv, z 65 látek u FDA jen 14 má 
zmínku v kapitole dávkování (aripiprazol, deutetrabenazin, nebivolol, a další), a jen dvě 
mají „boxed warning“ v souvislosti s CYP2D6 metabolismem: kodein a tramadol 
v souvislosti potenciálního útlumu dýchání u dětí s UM fenotypem (Niesters et al., 2013), 
(Haufroid and Hantson, 2015). 
• CYP2C9 
 Tímto enzymem jsou metabolizována kumarinová antikoagulancia (warfarin, 
acenokumarol), deriváty sulfonylmočoviny (tolbutamid, glyburid, glimeprid), antagonisté 
AT II (losartan, irbesartan), nesteroidní protizánětlivá léčiva (diklofenak, ibuprofen, 
celoxib), fenytoin a jiné. Jedná se o polypeptid o 490 AK, tvoří asi 20 % všech P450 
enzymů v játrech (Inoue et al., 1997) a zodpovídá za stejné poměrné množství reakcí 
katalyzovaných P450 (Miners and Birkett, 1998). Frekvence hlavních variantních alel, tj. 
CYP2C9*2 a CYP2C9*3, v české populaci byla stanovena na 12,2 % resp. 5,9 % 
(Buzkova et al., 2007). Jak vidno, klinickou situaci zde zjednodušuje absence UM. 
 Ve srovnání s CYP2D6 je CYP2C9 mnohem méně významný, potažmo méně 
studovaný: FDA (FDA, 2019) se zmiňuje o 13 léčivech v SPC/PIL, z toho jen u tří v části 
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věnující se dávkování: u celekoxibu, kde se doporučuje poloviční dávka u známých, popř. 
předpokládaných CYP2C9 PM (má velký terapeutický index, tedy genotypizace není zcela 
nutná), siponimodu, kde je přímo řečeno, že před první dávkou má být určen genotyp 
CYP2C9 a samozřejmě warfarinu, kde spolehlivý zástupný parametr účinnosti, INR, 
poměrně usnadňuje jinak poměrně složitou situaci dávkování (Gardiner and Begg, 2006). 
• CYP2C19 
 Tento enzym je důležitý v metabolismu inhibitorů protonové pumpy (omeprazol, 
lansoprazol), benzodiazepinů (diazepam, flunitrazepam), tricyklických antidepresiv 
(amitryptalin, imipramin), SSRI (fluoxetin, citalopram), barbiturátů (fenobarbital, 
hexobarbital), proguanilu, a dalších (chloramfenikol, indometacin, …), celkově asi 15 % 
všech známých léčiv (Flaten et al., 2016). 
 FDA (FDA, 2019) opět zmiňuje větší množství léčiv (22), ale v tomto případě je to 
spíše dáno účastí na metabolismu dvou zmíněných početných skupin, benzodiazepinů a 
inhibitorů protonové pumpy. Z klinicky významných je zde clopidogrel se zanedbatelnou 
aktivitou u PM v důsledku nedostatečné aktivace nefunkčním CYP2C19 (Sienkiewicz-
Oleszkiewicz and Wiela-Hojenska, 2018), dále jeden z benzodiazepinů, klobazam, se 
zvýšenou koncentrací aktivního metabolitu a tedy možností nadměrného účinku (Seo et al., 
2008), (Tolbert and Larsen, 2019), ač doporučení na sníženou dávku je opět pouze u již 
známých PM (FDA, 2019), a citalopram, kde zvýšené koncentrace mohou vést 
k prodloužení QT intervalu (Funk and Bostwick, 2013). 
• CYP2B6 
 Přestože je tímto enzymem metabolizováno 8-10 % používaných léčiv, mezi něž 
patří prasugrel, amitryptalin, halotan, ifosfamid, propofol a další, příspěvek CYP2B6 je 
většinou nízký (< 30 %) a dá se tedy předpokládat, že dopad genetického polymorfismu 
tohoto enzymu na metabolismus svých substrátů bude také nevýznamný (Mo et al., 2009). 
Nepřekvapí tedy, že u FDA (FDA, 2019) je zmíněn jen třikrát (efavirenz, prasugrel, 
ospemifene), a v žádném případě u dávkování. 
• CYP2C8 
 Tímto enzymem je metabolizováno asi 5 % používaných léčiv, přičemž zaujímá asi 
7 % celkového množství CYP450 v játrech (Pechandova et al., 2012). K substrátům patří 
například R-ibuprofen (druhý stereoizomer je substrátem CYP2C9), repaglinid, ale 
především cytostatikum paklitaxel, který se zasloužil o obnovení zájmu o tento enzym 
(Gardiner and Begg, 2006), u nějž se předpokládá možná predikce interindividuální 
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variability na základě genotypu právě CYP2C8 spolu s genem pro P-gp (Green et al., 
2009). FDA se o něm však zatím nezmiňuje (FDA, 2019). 
Výskyt variantních alel v české populaci byl stanoven na 0,3 % pro CYP2C8*2, 10,9 
% pro CYP2C8*3 a 5,9 % pro CYP2C8*4 (Pechandova et al., 2012). 
• CYP1A2 
 Tento enzym zaujímá asi 15 % z CYP obsahu v játrech, jež jsou jeho jediným 
místem exprese (na rozdíl od příbuzného CYP1A1, který je spíše extrahepatální), a 
předpokládá se, že vznikl duplikací CYP1A1 před 350 miliony lety k detoxifikaci 
environmentálních xenobiotik. Ty jsou rovněž jeho typickým substrátem, specificky 
prokarcinogeny jako aromatické, heterocyklické, nebo polycyklické aromatické 
uhlovodíky či rovněž aflatoxin B1, obecně se pak jedná o planární molekuly často 
s polyaromatickým jádrem zapadající do úzkého a plochého aktivního centra tohoto 
enzymu. Těmto vlastnostem odpovídají z léčiv například  klozapin, olanzapin, flutamid, 
lidokain, tizanidin či takrin, z endogenních molekul pak melatonin, estron and estradiol, 
bilirubin a uroporfyrinogen (Gunes and Dahl, 2008). 
 Tento enzym je především důležitý a zajímavý ve svých interakcích s potravou a 
kouřením (viz níže), v literatuře se zmiňuje teofylin, u nějž byla doporučena opatrnost u 
pacientů s pomalejším metabolismem kvůli mutaci -2964(G/A) (potažmo −3860(G/A) 
(Thorn et al., 2012)) v genu pro CYP1A2 (Obase et al., 2003), jež je známá sníženou 
aktivitou, ve dvou dalších studiích byl CYP1A2(*)1F haplotyp spojen s nežádoucími 
účinky antipsychotik: s prodloužením QT intervalu (Tay et al., 2007) a tardivní dyskinézí 
(Basile et al., 2000). U této mutace se předpokládá spíše vliv na indukovatelnost než 
vlastní ovlivnění funkce CYP1A2 (Sachse et al., 1999). U FDA (FDA, 2019) je pak 
zmínka o rukaparibu, opět však nikoliv v části o dávkování. 
• CYP3A 
 Tento lokus se skládá ze 4 genů kódujících 4 enzymy: CYP3A4, CYP3A5, 
CYP3A7 a CYP3A43, přičemž CYP3A7 se exprimuje jen ve fetálním období a CYP3A43 
se vyskytuje jen ve velmi malém zastoupení a nízkou enzymatickou aktivitou. O zbylých 
dvou se pak často mluví prostě jako o „CYP3A“, protože mají širokou a navzájem jen 
velmi obtížně odlišitelnou substrátovou specifitu. Podílejí se na metabolismu 45-60 % 
používaných léčiv (Burk et al., 2004), a vyskytují se v játrech v největším zastoupení ze 
všech enzymů P450 (Opdam et al., 2012). Obecně se CYP3A4 považoval za nepolymorfní 
enzym (bylo popsáno sice více alel, ale všechny měli zachovanou aktivitu), a ač byla 
popsána poměrně frekventovaná (alespoň ve španělské populaci, 1,2 - 3,8 %) alela 
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CYP3A4*20 spojená se ztrátou funkce (Apellaniz-Ruiz et al., 2015), zatím se zdá, že 
z farmakogenetického hlediska je význam CYP3A velmi malý. V FDA je CYP3A 
(konkrétně CYP3A5) zmíněn jen jednou u prasugrelu, a to tak, že farmakokinetika není 
ovlivněna genetickou variabilitou, což především vzhledem k počtu substrátů se zdá být 
dosti výmluvné. Je ovšem možné, že tento polymorfismus je etnicky vázán a může být 
proto do jisté míry v klinických studiích přehlížen (Guttman et al., 2019). 
 
 Další enzymy 
• N-acetyltransferasa 2 
 Tento enzym je jedním ze základních kamenů farmakogenetiky: krátce po zavedení 
isoniazidu bylo zjištěno, že fenotyp pomalých metabolizátorů má vyšší riziko nežádoucích 
účinků – periferní neuropatie, oproti metabolizátorům rychlým, a že v populaci má NAT2 
bimodální rozdělení s frekvencí PM fenotypu 10 % v japonské, 20 % v čínské, a 40 až 70 
% v afroamerické a bělošské populaci (Gardiner and Begg, 2006), s AUC u pomalých 
metabolizátorů asi dvojnásobným oproti rychlým metabolizátorům. Pozdější studie 
poukázaly, že ve skutečnosti je rozdělení klasicky trimodální jako u jiných enzymů (Parkin 
et al., 1997). 
 Typický substrát je patrný z názvu a funkce enzymu: dochází k přenosu acetylové 
skupiny na akceptující amin a jeho bioisostery. Typicky tedy kromě isoniazidu také kofein 
(jenž často slouží rovněž k fenotypizaci (Grant et al., 1984)), prokainamid, 
aminoglutethimid, množství sulfonamidů, kyselina 5-aminosalicylová stejně jako její 
proléčivo sulfasalazin, dapson, hydralazin a další (Grant et al., 1990). 
 V současné době je farmagenetický význam NAT2 poměrně malý, i u isoniazidu 
problém periferní neuropatie, případně naopak selhání léčby u rychlých metabolizátorů při 
dávkování jednou za týden, v podstatě zmizel po zavedení moderní kombinační léčby 
tuberkulózy (Mitchell, 2020). U FDA (FDA, 2019) je NAT2 zmíněna pouze u 
amifampridinu, kdy je doporučena nižší dávka u pomalých metabolizátorů kvůli riziku 
nežádoucích účinků (73 u PM proti 7 u EM) související s pěti až desetinásobným zvýšením 
expozice u pomalých metabolizátorů (Haroldsen et al., 2015). 
• Butyrylcholinesteráza (BCHE) 
 Tento enzym se podílí na metabolismu jen několika léčiv, především myorelaxancií 
suxamethonia a mivakuria, kromě toho pak také kokainu (Fang et al., 2011), prokainu a 
příbuzných lokálních anestetik (Dubbels and Schloot, 1983) a bambuterolu (Tunek et al., 
1988). Její endogenní funkce není zcela jasná, ač se zdá, že se jedná primárně o 
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detoxifikační enzym vyskytující se převážně v tkáních ve styku s vnějším prostředím: 
tlusté střevo, a následná játra, či plíce, (Lockridge et al., 2016). Genetický polymorfismus, 
potažmo deficience butyrylcholinesterasy, má klinický význam hlavně u zmíněných 
myorelaxancií (Gardiner and Begg, 2006). Suxamethonium a mivakurium jsou rovněž 
jediné dvě látky, u nichž FDA uvádí varování: použití u známých homozygotů variantní 
alely BCHE jen, pokud vůbec, s velkou opatrností (FDA, 2019). 
• Thiopurinmethyltransferáza (TPMT) a NUDT15 
TPMT je v současné době zlatý standard farmakogenetiky, význam jejího 
genetického polymorfismu je již univerzálně akceptován. To se týká především 
azathioprinu a jeho prvního metabolitu 6-merkaptopurinu (6-MP), u nichž deficience 
tohoto enzymu předurčuje subjekt k léčivem indukované myelotoxicitě až s fatálním 
průběhem (Slanar et al., 2008b). Z tohoto důvodu se rutinně stanovuje aktivita tohoto 
enzymu, ať už přímo fenotypizací, či nepřímo genotypizací, před započetím terapie s tímto 
léčivem. V nedávné době byl u azathioprinu, 6-MP a thioguaninu přidán další genetický 
prediktor jejich toxicity: deficience NUDT15, neboli nukleotid difosfatázy (FDA, 2019), 
(Shah et al., 2018). 
Frekvence funkčně deficitních alel TPMT byla stanovena v české populaci na 0,1 % 
(TPMT*2), 4,3 % (TPMT*3A), 0,1 % (TPMT*3B), and 0,4 % (TPMT*3C) (Slanar et al., 
2008a). 
Kromě již zmíněných FDA rovněž upozorňuje na cisplatinu, nicméně poukazuje na 
nekonzistenci predikční hodnoty TPMT u terapie tímto léčivem (FDA, 2019). 
• Uridindifosfátglukuronyltransferasa 1A1 (UGT) 
UGT byla prvním farmakogenetickým biomarkerem využívaným k predikci toxicity 
specifického léčiva - irinotekanu, u nějž její deficience zvyšuje riziko diarei a 
myelosuprese (Gardiner and Begg, 2006). Metabolizuje rovněž etoposid (Opdam et al., 
2012), paracetamol (Bock et al., 1987) lamotrigin (Marques and Ikediobi, 2010), 
arformoterol (Goey and Figg, 2016). FDA UGT eviduje u 9 látek, u irinotekanu a 
belinostatu pak i v kapitole dávkování (FDA, 2019). 
• Dihydropyrimidindehydrogenáza (DPD) 
Tento enzym je endogenně důležitý pro metabolismus pyrimidinů, tyminu a uracilu, 
z hlediska léčiv pak pro metabolismus 5-fluorouracilu a jeho proléčiva capecitabinu 
(Etienne-Grimaldi et al., 2017), (Del Re et al., 2017). U těchto léčiv byl rovněž popsán vliv 
genetického polymorfismu DPD (Deenen et al., 2016), (Rosmarin et al., 2014) a je také 





S rozvojem molekulárních metod, zaváděním nových léčiv atd. se samozřejmě 
postupně odhalují další enzymy důležité v metabolismu léčiv. Jak je ostatně zřejmé 
z předchozích příkladů, jedná se především o cytostatika, jež mají inherentně úzký 
terapeutický index a každá variabilita může mít závažné důsledky. Nepřekvapí tedy, že i 
další studované enzymy se podílí především na metabolismu těchto léčiv: glutathion-S-
transferáza důležitá pro busulfan, chlorambucil, karboplatinu, cisplatinu a oxaliplatinu, 
methyltetrahydrofolátreduktáza důležitá pro methotrexát, deoxycytidinkináza důležitá pro 
aktivaci cytarabinu, gemcitabinu, decitabinu, fludarabinu, a klofarabinu, cytidindeamináza 
důležitá pravděpodobně pro gemcitabin a decitabin, a bleomycinhydroláza důležitá pro 
bleomycin (Bertholee et al., 2017). Žádný z těchto enzymů není zcela etablován a FDA je 
neuvádí jako biomarkery důležité pro terapii těmito léčivy (FDA, 2019).  
 
Transportéry 
• ABC transportéry 
ABC (z anglického ATP-binding cassette) jsou z hlediska farmakoginetika jedny 
z nejdůležitějších transportérů. Jedná se o primární aktivní transportéry, využívající 
hydrolýzu ATP k získání potřebné transportní energie (Ishikawa et al., 2004). 
 
MDR1/ABCB1/Pgp 
P-glykoprotein (Pgp), produkt genu ABCB1, je jeden z nejstudovanějších a 
nejznámějších transportérů, jehož význam spočívá v extremně široké substrátové specifitě, 
od velkých a složitých molekul typu paklitaxelu (Yamaguchi et al., 2006) až po 
jednoduché látky jako fenytoin (Allabi et al., 2005) nebo dokonce ionty, a širokému 
rozšíření po těle s výskytem takřka ve všech tkáních (Thiebaut et al., 1987). Jeho 
typickými substráty jsou relativně hydrofobní látky, často s planárním aromatickým 
kruhem a terciární amino skupinou (You and Morris, 2007).  
Mutace v Pgp a jejich vliv na farmakokinetiku byl popsán v řadě studií, u opiátů, 
jako methadon (Meineke et al., 2002), (Barratt et al., 2012), morfin (Meineke et al., 2002), 
tramadol (Slanar et al., 2007), antiepileptik lamotriginu (Lovric et al., 2012), gabapentinu 
(Puranik et al., 2013), karbamazepinu (Sterjev et al., 2012), antidepresiv venlafaxinu 
(Karlsson et al., 2011), trimipraminu (Uhr and Grauer, 2003), amitriptylinu (Uhr et al., 
2007), cytostatik dokataxelu (Bosch et al., 2006), paklitaxelu (Yamaguchi et al., 2006), 
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doxorubicinu (Lal et al., 2008), imatinibu (Dulucq et al., 2008) či nejznáměji u 
kardiotonika digoxinu, jenž se často používá jako modelová látka ke stanovení aktivity 
Pgp, a u nějž zvýšené koncentrace spojené s genetickou variabilitou byly asociovány 
dokonce se zvýšenou mortalitou (Neuvonen et al., 2011). 
 
Multidrug resistance associated-proteiny (MRP) 
Rodina transportérů ABC obsahuje rovněž početnou podrodinu ABCC o dvanácti 
členech, z nichž devět je tzv. MRP. S Pgp sdíli pouze 24 % AK homologii (Dean and 
Annilo, 2005), a mají tedy odlišnou substrátovou specifitu, inbitory a rozšíření ve tkáních. 
Alela rs6498588 v MRP1/ABCC1 byla asociována se zvýšenou expozicí aktivnímu 
metabolitu, SN-38, irinotekanu (Li et al., 2018). Genetická variabilita v genu pro 
MRP2/ABCC2 měla vliv na clearance diklofenaku u myší (Lagas et al., 2010), popř. jeho 
hepatotoxicitu u lidí (Daly et al., 2007), clearance karbamazepinu (Puranik et al., 2013); 
knock-out genu pro MRP3/ABCC3 pak zvýšil mj. koncentrace glukuronidů morfinu v 
plasmě u myší (Zelcer et al., 2005). 
Breast cancer resistence protein (BCRP/ABCG2) 
BCRP je další ABC efluxní pumpou, jak název napovídá, významnou například 
v resistenci prsních nádorů na cytostatika. Mezi jeho substráty patří typicky statiny, 
fluorochinolony a právě cystostatika (Choi and Yu, 2014). Homozygoté pro WT alelu mají 
často snížené expozice těmto lékům, jak bylo popsáno např. pro rosuvastatin, atorvastatin 
(Zhang et al., 2006), (Keskitalo et al., 2009).  
 
• SLC transportéry 
Na rozdíl od ABC transportérů nevyužívají ATP k přenosu, ale jsou založeny na 
výměně intra/extracelulárních iontů, a dělí se pak na aniontové transportéry (SLC21A9, 
SLC21A6, …), kationtové transportéry (SLC22A5, SLC22A16), popř. peptidové 
transportéry (symport peptidu/vodíku) (Ishikawa et al., 2004). 
U irinotekanu byla popsána signifikantně odlišná expozice a eliminace v závislosti na 
alelách SLC21A6 (SLCO1B1), tento transportér měl určitou predikční hodnotu též pro 
toxicitu ironotekanu, popř. společně s SLC19A1 v účinnosti jeho léčby. SLC22A16 měl 
vliv na expozici a toxicitu doxorubicinu, ne však na jeho účinnost (Chen et al., 2016). 
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1.1.2. Externí faktory 
1.1.2.1. Ko-medikace 
Lékové interakce jsou dalším velmi důležitým zdrojem farmakokinetické variability. 
Jsou svým způsobem podobné genetické variabilitě: dochází ke snížení aktivity 
metabolických enzymů a transportérů léčiv, v tomto případě však nejde o změnu trvalou, 
v genomu, tedy změnu genotypu, ale vliv je externí a přechodný, fenotypový. Další 
možností je ovlivnění fyzikálně-chemických vlastností místa absorpce (pH, iontová síla 
roztoku atp.), vazbu na proteiny, změny pH moči apod. Lékové interakce jsou kapitolou 
neuvěřitelně obsáhlou: téměř všechna léčiva jsou metabolizována nebo podléhají 
transportu atd., a tedy snad všechna léčiva mohou podléhat farmakokinetickým interakcím. 
Z tohoto důvodu je zde pouze shrnuta obecná podstata s několika příklady. 
Absorpce 
Míra absorpce je dána rozpustností léčiva, rychlostí přestupu přes intestinální 
membránu a dobou expozice (rychlostí tranzitu skrze GIT). Tyto parametry jsou 
ovlivnitelné fyziologicky či biochemicky a podléhají tedy lékovým interakcím (Hochman 
et al., 2015). Konkrétně se tedy může jednat o  
Změna pH, nejčastěji pak o jeho navýšení a následný pokles rozpustnosti slabě 
zásaditých látek, jejichž rozpustnost kolísá s pH, a tedy i pokles expozice. Typickým 
příkladem jsou látky, u nichž je změna pH žádaným účinkem, tj. inhibitory protonové 
pumpy, antacida, H2-antihistaminika apod. Typickou „obětí“ jsou pak inhibitory tyrosin 
kináz (Budha et al., 2012), jako dasatinib (Eley et al., 2009), palbociklib (Sun et al., 2017), 
neratinib (Keyvanjah et al., 2017), pazopanib (Tan et al., 2013), ale i antimykotik 
ketokonazol a itrakonazol, imunosupresiva mykofenolátu, a dalších (Wedemeyer and 
Blume, 2014). 
Inhibice transportérů, nejčastěji efluxních pump s následným zvýšením expozice. 
Zde jsou případy velmi podobné jako v kapitole farmakogenetiky věnující se 
transportérům: verapamil a rifampicin či ritonavir jsou typické inhbitory Pgp s příslušným 
vlivem na farmakokinetiku jeho substrátů: bylo pozorováno zvýšení Cmax, či AUC 
rivaroxabanu (Mueck et al., 2013), digoxinu (Greiner et al., 1999) nebo dabigatranu 
(Hartter et al., 2013) při jejich ko-administraci se zmíněnými inhibitory. Cyklosporin je 
pak příkladem inhibitoru BCRP a MRP1, MRP1 dále inhibují verapamil, disulfiram a další 
látky, a je zde tedy potenciál pro lékové interakce se substráty těchto pump, např. 
indinavir, ciprofloxacin, či doxorubicin pro MRP1, zidovudin, reserpin, lamivudine pro 
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BCRP. Využití inhibitorů těchto pump je zvažována rovněž v protinádorové terapii, jelikož 
nadměrná exprese MDR1, MRP1, BCRP jak už jejích název napovídá, je asociována 
s resistencí nádorů k terapii (Choi and Yu, 2014). 
Ovlivnění vyprazdňování žaludku, potažmo rychlost tranzitu GIT obecně. Zpomalení 
vyprazdňování žaludku vede k oddálení Tmax a tedy i nástupu účinku, naopak zrychlení 
tranzitu může vést především u látek s úzkým absorpčním oknem (kdy se látka vstřebává 
jen v určité části GIT), popř. s nízkou permeabilitou, k značnému poklesu expozice. 
Experimentální data toto potvrzují, osmoticky aktivní látky urychlující GIT tranzit mají 
vliv především na BCS III (ranitidin, cimetidin, amoxicilin) a IV (chlorthalidon), s malým 
efektem na BCS I (metoprolol a teofylin) (Chen et al., 2013). Zpomalení tranzitu 
způsobený metoklopamidem, opiáty a dalšími látkami má naopak pravděpodobně efekt 
univerzální a měl by být zvažován při podávání jakéhokoliv léčiva (Greiff and 
Rowbotham, 1994). 
Již během absorpce je látka podrobena možným metabolickým přeměnám, ať už 
vlivem nízkého pH žaludku, jež může vést k deesterifikacím a dalším změnám spojeným s 
acidolabilitou některých funkčních skupin, ale především vlivem enzymů střevní stěny a 
jater během prvního průchodu. Tak látky, u nichž běžně dosahuje systémové cirkulace 
pouze malá část podaného množství, a je tedy nutno je podávat v odpovídající vyšší dávce, 
mohou dosáhnout toxických koncentrací při inhibici příslušných enzymů zodpovědných za 
tuto presystémovou eliminaci. Například proléčivo dabigatran etexilát, je presystémově 
deesterifikován esterázami na samotný dabigatran, který se špatně vstřebává, asi z 80 %, s 
výslednou biodostupností pouze 7 %. Malé změny v této deesterifikaci pak mohou vést k 
signifikantním změnám expozice (Hochman et al., 2015) – v extrémním případě až 
teoreticky k 14 krát zvýšené biodostupnosti, pokud by tato předčasná deesterifikace 
neproběhla vůbec. 
Distribuce 
Typickým příkladem lékových interakcí v distribuční fázi je kompetice ve vazbě na 
plazmatické proteiny. Jedná se o historicky velmi diskutované téma, ale v současné době 
převládá názor, že klinický význam je v naprosté většině zanedbatelný. Je tomu tak 
nejspíše proto, že je zapotřebí značné souhry mnoha faktorů, aby došlo ke skutečně 
signifikantnímu vlivu na farmakokinetiku, potažmo na farmakodynamiku. Jmenovitě je 
zapotřebí aby, léčivo mělo vysokou vazbu na plazmatické proteiny a aby nebyla jeho 
dávka titrována do účinku. Následně je nutné, aby vazebný protein měl limitovanou 
vazebnou kapacitu a léčivo způsobující interakci zabralo signifikantní část zbývající 
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vazebné kapacity. EMA v guideline (EMA, 2012) k rizikovým faktorům přidává úzký 
terapeutický index. EMA rovněž konkrétně definuje vysokou vazbu na plazmatické 
proteiny jako > 99 %. Na druhou stranu japonská léková agentura uvádí vazbu alespoň 90 
%, ale přidává rovněž malý distribuční objem – maximálně v hodnotě extracelulární 
tekutiny (Japanese Ministry of Health, 2001), (Hochman et al., 2015), (Roberts et al., 
2013), (Heuberger et al., 2013). 
Metabolismus 
Pokud jsou dvě léčiva metabolizována stejným enzymem, je zde potenciál pro 
interakci, pokud se podají zároveň. Léčivo s vyšší afinitou vytěsní substrát s aktivitou 
nižší, u nějž tedy dojde k poklesu clearance a vyšší/delší expozici. Vzhledem k tomu, že v 
terapeutických dávkách zřídka dochází k nasycení biotransformačního enzymu, je tento 
problém rovněž zřídka závažný. Větší signifikanci má existence inhibitorů, popř. induktorů 
enzymů. Inhibitory jsou látky, často i léčiva, která v rámci svých terapeutických 
koncentrací jsou schopna inhibovat biotransformační enzym; substráty tohoto enzymu 
musí využít ke své přeměně enzym jiný, pokud jej nemají, dochází k jejich kumulaci až 
dosažení toxických hladin, popř. snížení hladin a nedostatečnému účinku v případě 
proléčiva. Na druhou stranu induktory se váží na intracelulární receptory, a tento komplex 
způsobuje vyšší expresi daného enzymu metabolické přeměny a tedy i zvýšení jeho 
aktivity. Toto vede k opačným důsledkům než u inhibitorů, tedy k zvýšené destrukci léčiva 
a snížení účinku, resp. zvýšené přeměně proléčiva a zvýšení účinku. Několik 
nejzásadnějších příkladů uvádí Obr. 4 (Lynch and Price, 2007), pro opravdu vyčerpávající 
přehled lze jen doporučit práci autora Rendic (Rendic, 2002) o téměř 4000 záznamech. 
Tod. a kol. (Tod et al., 2017) vytvořili farmakokinetický model k predikci interindividuální 




Obr. 4: Inhibitory, induktory a substráty jednotlivých enzymů CYP 
 
Situaci dále komplikuje fakt, že vliv ko-medikace se může lišit mezi různými 
populačními kohortami, Jankovic aspol. (Jankovic et al., 2010) kupříkladu popsali, že u 
dospělých epileptických pacientů nejdůležitějším determinantem jimi vytvořeného FK 
modelu valproátu byla fenobarbitalem, zatímco u dětí karbamazepinem. 
 
1.1.2.2. Kouření 
V cigaretovém kouři bylo identifikováno asi 5000 sloučenin (Rodgman and Perfetti, 
2013), není proto překvapením, že minimálně některé z nich budou mít efekt na 
farmakokinetiku léčiv, podobně jako léčiva. Z nich nejdůležitější jsou opět vlivy na 
biotransformační enzymy, jmenovitě indukce CYP1A1, CYP1A2, CYP2E1 a UDP-
glukuronyltransferázy, pravděpodobně polycyklickými aromatickými uhlovodíky (PAH) 
(Iwanari et al., 2002), (Nock et al., 2007). CYP1A1 je známý jako aktivátor 
prokancergenů, např. benzo[a]pyrenu, a zvýšená aktivita tohoto enzymu je silně 
asociována s rizikem rakoviny plic. CYP1A2 již probrán v kapitole farmakogenetiky. U 
kuřáků byla zaznamenaná zvýšená clearance jeho substátů, kofeinu, lidokainu, takrinu a 
dalších. U propranololu, mexiletinu a kodeinu byla pozorována zvýšená glukuronidace. 
Dalšími příklady, kdy není přesně znám mechanismus farmakokinetické interakce, jsou 
tricyklická antidepresiva, nortriptylin a imipramin, benzodiazepiny oxazemapam, 
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alprazolam a klorazepát, haloperidol a heparin; vždy se jedná o sníženou expozici, 
potažmo zvýšenou eliminaci. Zajímavým příkladem je vliv kouření na dávky inzulinu. Ve 
studiích bylo zjištěno, že kuřáci vyžadují jeho vyšší dávky, což bylo následně vysvětlováno 
tím, že nikotin způsobuje periferní vazokonstrikci s následnou pomalejší absorpcí inzulinu 
z místa injekce – je to tedy farmakodynamický účinek vedoucí k farmakokinetické 
interakci (Kroon, 2007).  
V nedávné době tuto problematiku zpracoval rovněž prof. Perlík. (Perlik). Jelikož 
v mariuhanovém kouři se rovněž vyskytují PAH, jsou interakce poměrně obdobné 
(Anderson and Chan, 2016), ač mírnější vzhledem k pravděpodobně nižšímu množství 
vykouřených marihuanových produktů. Vzhledem k tomu, že nikotin má vliv na tranzit 
skrze GIT (Scott et al., 1992), lze předpokládat i určité interakce zde – v případě kouření či 
ingesce nikotinových produktů v době před či po p.o. administraci léčiva, pro možné 
dopady viz odstavec lékové interakce, část věnující se absorpci. 
1.1.2.3. Alkohol (Ethanol) 
Vliv alkoholu na farmakokinetiku byl poměrně čerstvě shrnut autory Chan a 
Anderson (Chan and Anderson, 2014), viz Tab. 8. Obecně lze říci, že ethanol má 
farmakokinetický vliv především na absorpci léčiv, v menší míře pak na clearance. 
Tab. 8: Ethanol a jeho vliv na farmakokinetiku některých léčiv 
Léčivo Interakce 
Paracetamol Zvýšená formace NAPQI 
Amitriptylin Možné zvýšení AUC a Cmax 
Acetylsalicylová 
kyselina Snížení Cmax 
Abakavir Zvýšení Cmax, AUC a zkrácení biologického poločasu 
Chlordiazepoxid Akutně: Snížení CL, zvýšení AUC 
 Chronicky: Snížení AUC 
Diazepam Jako chlordiazepoxid 
Ezogabin Zvýšení Cmax, AUC 
Erytromycin Oddálení Tmax, snížení AUC 
Fluvoxamin Zvýšení rychlosti absorpce 
MDMA Zvýšení Cmax 
Morfin Chronicky: Snížení formace glukuronidů 
Nifedipin Zvýšení AUC 
Prokainamid 
Zvýšení CL, snížení biologického poločasu, zvýšení N-
acetylace 
Tetracyklin Zvýšení Cmax, AUC 
AUC, plocha pod křivkou plazmatické koncentrace v čase; CL, clearance; Cmax, maximální koncentrace; 





V přirozené stravě, tedy při požívání celých částí rostlin a zvířat, je obsaženo kromě 
makro a mikronutrientů i celá řada strukturních a metabolických složek, které mohou a 
často jsou metabolicky aktivní. Navíc i samotná přítomnost jídla v zažívacím traktu má 
velmi často významné důsledky pro disoluci a následnou absorpci léčiv, a proto v SPC je 
pak specifikováno, má-li být léčivo užito na lačno či s jídlem. Pracovní skupina „The 
European Network on Understanding Gastrointestinal Absorption-related Processes 
(UNGAP)“ nedávno publikovala extrémně podrobnou práci věnující se této problematice 
(Koziolek et al., 2019), Obr. 5, převzatý z této publikace, zobrazuje přehled možných 
interakcí mezi jídlem a léky. Většina zmíněných mechanismů zde již byla probrána 
v kapitolách předchozích. Např. pH ovlivní rozpustnost, tedy maximální dosažitelnou 
koncentraci. Koncentrace je rovněž ovlivněna objemem střevního obsahu. A konečně 
právě rozdíl koncentrací ve střevním lumen a krvi určuje gradient léčiva a tedy rychlost 
absorpce. Složky potravy mohou inhibovat biotransformační enzymy, nebo naopak 
soutěžit o aktivní transport nebo dále o plazmatické proteiny. Samotných mechanismů a 
hlavně i případných složek potravy je velmi mnoho, tyto pak dále mohou interagovat na 
úrovních již zmíněných (etnikum, farmakogenetika) a konečná komplexita je opravdu 











1.2. Variabiliní léčiva 
 K studiu variability se tato práce zaměřila na tři léčiva se známou vysokou 
variabilitou (abirateron, nabumeton) popř. neznámou variabilitou, jež by mohla mít 
význámné důsledky pro účinnost a bezpečnost léčiva (sufentanil). 
1.2.1. Abirateron 
Abirateron [(3S,8R,9S,10R,13S,14S)-10,13-dimethyl-17-pyridin-3-yl-
2,3,4,7,8,9,11,12,14,15-dekahydro-1H-cyklopenta[a]fenanthren-3-ol] je inhibitor 
biosyntézy androgenů, molekulárně 17α-hydroxylázy/C17,20-lyázy, využívající se v léčbě 
metastatické, ke kastraci rezistentní rakovině prostaty; jeho komerčně dostupná léková 
forma (Zytiga®) má popsanou značně vysokou variabilitu. Účinná látka, proléčivo 
abirateron acetát s pKa 5,19, vykazuje velmi nízkou rozpustnost závislou na pH, a zároveň 
velmi nízkou permeabilitu. Tyto vlastnosti pak vedou k náchylnosti k externím vlivům: 
jídlo, především tučné, u abirateron acetátu zvyšuje desetinásobně expozici. Z tohoto 
důvodu se podává na lačno, aby se předešlo vysokým expozicím a kvůli předvídatelnější 
farmakokinetice, ale ve velmi vysoké dávce – 1000 mg qd. Vývoj lékové formy, jež by 
navýšila biodostupnost abirateronu na lačno by bylo v konečném důsledku možno 
eliminovat efekt jídla a navíc snížit dávkování.  
1.2.2. Nabumeton 
Nabumeton [4-(6-methoxy-2-naftyl)-butan-2-on], zástupce nesteroidních 
protizánětlivých léčiv, tj. inhibitorů cyklooxygenázy, byl zvolen, protože jeho 
farmakokinetika, potažmo farmakokinetika jeho aktivního metabolitu 6-MNA, vykazuje 
určité znaky vysoce variabilního léčiva: jeho Tmax se pohybuje v extrémním rozsahu 1,5 
až 48 h (Davies, 1997), (de Jager et al., 2000), (Kendall et al., 1989), farmakokinetika 6-
MNA pak často také vykazovala dvojitý pík, nejčastěji mezi desátou a 24 hodinou (de 
Jager et al., 2000), (Lee et al., 1995), ačkoliv nabumeton nevykazuje charakteristiky často 
vedoucí k farmakokinetice s dvěma píky, tj. enterohepatální oběh nebo specifický 
metabolismu nebo absorpci (Davies, 1997). Navíc farmakokinetika nabumetonu nebyla 






fenylpropanamid] je syntetické opioidní analgetikum s 10 a 500-100-násobnou potencí 
oproti fenylovém analogu fentanylu, resp. morfinu. Jako takový je tedy sufentanil jedním 
z nejúčinnějších opioidů používaných v humánní terapii (Suzuki and El-Haddad, 2017), 
kde našel místo především v celkové anestézii, zatímco jako klasické analgetikum se 
používá poměrně vzácně (Willens and Myslinski, 1993). V rámci celkové anestézie se 
povětšinou aplikuje jako bolus následovaný kontinuální infuzí (Clotz and Nahata, 1991). 
Vzhledem ke své vysoké účinnosti jsou jeho terapeutické koncentrace poměrně nízké, 




2. Cíle  
 Hlavním cílem mé práce bylo studovat variabilitu farmakokinetiky na klinické i 
preklinické úrovni s cílem predikovat variabilitu farmakokinetiky v cílové poppulaci. Dílčí 
cíle této práce byly následující: 
- Zavést metodu pro kvantifikaci sufentanilu v lidské plazmě 
- Studovat vliv farmakogenetických faktorů (MDR1, OPRM1) na farmakokinetiku 
sufentanilu 
- Studovat variabilitu farmakokinetiky nabumetonu 
- Studovat vliv pohlaví na farmakokinetiku nabumetonu a jeho aktivního metabolitu 
6-metoxy-naftyloctové kyseliny 
- Studovat vliv farmakogenetických faktorů (MDR1, CYP2D6) na farmakokinetiku 
nabumetonu a jeho aktivního metabolitu 6-metoxy-naftyloctové kyseliny 
- Zavést pre-klinický model pro predikci absorpce léků u člověka 







3.1. Validace metody pro stanovení sufentanilu v lidské plazmě 
3.1.1. Materiály 
Sufentanil citrát (0,1 mg/ml) a fentanyl citrát (interní standard, IS, čistota > 99,0 %) 
byly zakoupeny u Cerilliant, resp. LipoMed AG. Methanol, mravenčí kyselina a 0,1 % 
roztok mravenčí kyseliny v metanolu a ve vodě, všechny o LC/MS čistotě, byly zakoupeny 
od Sigma Aldrich (St. Louis MO, USA). Milli-Q-Systém od Millipore (Bedford MA, 
USA) byl použit pro přípravu deionizované vody (DV). BondElut Certify 50 SPE kolonka 
byla zakoupena od Agilent (Santa Clara CA, USA).  
3.1.2. Příprava vzorku 
Bond Elut® Certify kolonka byla kondiciována postupně 1 ml methanolu a 1 ml DV. 
Vzorky byly připraveny následovně: 0,25 ml plazmy bylo smícháno s 0,65 ml DV, 0.05 ml 
příslušného pracovního roztoku (pro kalibrační standardy) nebo metanol (pro klinické 
vzorky a nulové/blank vzorky) a 0,05 ml pracovního roztoku IS (1 ng/ml, kromě blank 
vzorku). Roztok byl nanesen na kolonku a nechán pomalu prokapat pod vakuem. Kolonka 
byla promyta 1 ml 1 % methanolu v DV a sušena 10 minut pod vakuem. Vzorek byl 
nakonec vymyt z kolonky 1 ml methanolu. Eluovaná frakce byla odpařena a vysušena pod 
proudem dusíku při 40 °C. Reziduum bylo rozpuštěno v 0,25 ml mobilní fáze a 0,01 ml 
nastříknuto do LC-MS/MS systému. Každý vzorek byl analyzován v tripletu a byla 
vypočtena průměrná hodnota. 
3.1.3. Kapalná chromatografie – hmotnostní spektrometrie 
3.1.3.1. Systém 
Thermo TSQ Quantum Ultra Triple Stage Quadrupole hmotnostní spektrometr 
s duální pumpou Dionex UltiMate 3000 (Thermo Scientific, Waltham MA, USA), 
degasérem, autosamplerem a kompartmentem s termostatem pro kolonu, byl použit pro 
chromatografickou separaci a detekci. Analýza dat byla provedena v programu Xcalibur 
Workspace Software verze 2.2 SP1 (Thermo Scientific, Waltham MA, USA). 
3.1.3.2. Podmínky kapalné chromatografie 
Chromatografická separace byla provedena na Kinetex Evo C18 koloně (50 x 2,1 
mm vnitřního průměru, velikost částic 5 µm, Phenomenex, Torrance CA, USA) za použití 
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gradientové eluce s dvěma 0,1% roztoky HCOOH: v methanolu (A) a DV (B) s průtokem 
0,4 ml/min. Eluce začala na 95 % mobilní fáze B a 5 % mobilní fáze A. Toto bylo 
postupně převráceno na 25 % fáze B a 75 % fáze A ve 4 minutách. Po dalších dvou 
minutách byla eluční fáze změněna na původní hodnoty. Celkový čas analýzy byl 10 
minut. Kolona byla udržována během analýzy při teplotě 25 ± 0,5 °C. 
3.1.3.3. MS/MS podmínky 
Kvantifikace sufentanilu a IS byla provedena pomocí selected reaction monitoring 
(SRM). V pozitivním módu byly sledovány tyto přechody: m/z 387,2 → 238,2 a 111,2 pro 
sufentanil, a m/z 337,5→ 105,2 a 188,2 pro IS, tlak kolizního plynu (Ar) byl udžován na 
1,5 mTorr a skenovací šířka obou kvadrupólů byla nastavena na 0,7 Da. Samotná analýza 
proběhla za následujících podmínek: sprejové napětí 3470 V, teplota vaporizéru 350 °C, 
sheath gas, ion sweep gas a auxiliary gas tlak 35 arbitrárních jednotek, 6,0 arbitrárních 
jednotek, resp. 10 arbitrárních jednotek, kapilární teplota 320 °C. Pro optimizaci podmínek 
dektekce pomocí hmotnostní spektrometrie bylo přímo do MS injikovány standardní 
roztoky (10 µg/ml) sufentanilu a IS. Podmínky specifické pro jednotlivé látky jsou shrnuty 
v Tab. 9. 







napětí ve V) 
T Lens (V) 
337.5 105.2 36 89 
337.5 188.2 20 89 
387.2 111.2 35 74 
387.2 238.2 18 74 
 
3.1.4. Validace 
 Metoda byla validována podle doporučení Evropské lékové agentury (EMA, 2011), 
specificky následujícící parametry byly sledovány: selektivita, senzitivita, linearita, 
preciznost a přesnost a efekt matrice. Stabilita nebyla zhodnocena, protože je závislá 
především na chemických vlastnostech a jako taková byla stanovena dříve a tedy se to 
nezdálo být nutné. 
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3.1.4.1. Pracovní roztoky standardů 
Standardní roztok sufentanilu (100 µg/ml) byl získán přímo od výrobce jako roztok, 
z něj byly připraveny pracovní roztoky o koncentraci 5, 2,5, 1,25, 0,625, 0,312, 0,156 a 
0,078 ng/ml. V methanolu byl připraven i standardní roztok IS (1 mg/ml), který byl 
naředěn na pracovní roztok (1 ng/ml). 
3.1.4.2. Kalibrační roztoky a roztoky kontroly kvality 
Plazma byla získána centrifugací (4000 g po 5 min) krve získané od léčiva-prostých 
dobrovolníků (EDTA byla použita jako antikoagulans) a byla skladována při -20°C před 
analýzou. V této plazmě byly připraveny čerstvé kalibrační roztoky o finální koncentraci 
1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,3 a 16 pg/ml sufentanilu a roztoky kontroly kvality o 
koncentracích 40 (QC1), 400 (QC2) a 800 (QC3) pg/ml sufentanilu. 
3.1.4.3. Selektivita 
Selektivita metody byla ověřena analýzami šesti různých blank vzorků lidské 
plazmy, které byly srovnány s analýzami kalibračního vzorku o nejnižší koncentraci (16 
pg/ml). Byla provedena analýza nulového vzorku (blank vzorek s IS) pro vyloučení 
přítomnosti iontů IS v pících sufentanilu. 
3.1.4.4. Linearita 
Závislost ploch píků sufentanilu/IS proti teoretickým koncentracím kalibračních 
standardů byla vynesena do grafu. Takto byly vytvořeny kalibrační křivky zahrnující 
předpokládané koncentrace sufentanilu v klinických vzorcích (16 – 1000 pg/ml). Korelační 
koeficient (R2 minimálně 0,99) byl určen lineární regresí metodou nejmenších čtverců. 
3.1.4.5. Přesnost a preciznost 
QC1, QC2, QC3, každý v šesti měřeních, byly analyzovány pro určení intra-denní 
performance. Intra-denní přesnosti byly vypočteny jako průměr analýz vztažený 
k teoretické koncentraci. Intra-denní preciznost byla pak vypočtena jako relativní 
standardní odchalka analýz. Analogicky byla stanovena inter-denní performance, tentokrát 
v analýzách uskutečněných ve třech různých dnech. 
3.1.4.6. Efekt matrice 
Faktor matrice (FM) byl stanoven výpočtem poměru plochy píku v přítomnosti 
plazmy (změřené analýzou blank vzorku obohaceným o příslušný analyt po extrakci) vůči 
ploše píku v absenci plazmy (čistý roztok analytu). IS-normalyzovaný MF byl rovněž 
vypočten vydělením MF sufentanilu MF IS. Tyto analýzy byly provedeny na dvou 




Dolní limit kvantifikace byl stanoven jako nejnižší koncentrace sufentanilu v lidské 
plazmě, u níž kvantifikace splňuje daná kritéria, tj. preciznost nižší nebo rovna 20 % a 
přesnost v rozmezí 80-120 %, měřené v šesti opakováních. Toto bylo určeno měřením 
nižších a nižších koncentrací až do okamžiku, kdy tato podmínka nebyla splněna. 
3.1.4.8. Carry-over 
Absence carry-over efektu byla stanovena analýzou blank vzorků po nástřiku 
nejvyššího kalibračního standardu (1000 pg/ml). 
3.1.5. Aplikace metody 
Metoda byla následně použita pro analýzu koncentrací sufentanilu u pětadvaceti 
pacientů podstupujících operaci srdce. Sufentanil byl pro indukci do anestézie (1 µg/kg) a 
byl postupně infundován během anestézie v dávce (0,5 µg/kg/h). Občas byl v případě 
nutnosti podán další bolus. Dalšími použitými látkami byl midazolam (0,05 mg/kg i.v.) a 
rokuronium (0,6 mg/kg) pro indukci a následně 1 % isofluranu ve vdechovaném vzduchu. 
Vzorky byly odebrány v časech 5 a 120 minut během infůze a následně 5, 15, 30, 60, 120, 
240, 360, 720 a 1440 minut po skončení infůze. Plazma byla separována po centrifugaci a 
zmražena před analýzou. 
3.1.6. Genotypizace 
Z krve dobrovolníků odebrané do zkumavek obsahujících EDTA byla pomocí 
standardní fenol-chloroformové metody izolována DNA (Cascorbi et al., 2001). Tato byla 
následně podrobena analýzám pro stanovení genotypu OPRM1 a MDR1. 
Genotyp MDR1 byl stanoven jak bylo popsáno v (Pechandova et al., 2006), metodou 
upravenou dle (Cascorbi et al., 2001). Stručně, DNA amplifikace byla provedena 
v MyCycle thermocykleru (Biorad Laboratories, Hercules, CA) v následujících cyklech: 
počáteční denaturace (2 min, 94 °C), následována 35 cykly denaturací (30 s, 94 °C), 
anelací (45 s, 60 °C), extenzí (60 s, 72 °C) a zakončená finální extenzí (7 min, 72 °C), 
v reakční směsi obsahující genomickou DNA (60 ng), primery (sekvence jako v (Cascorbi 
et al., 2001), 8 nM), PCR pufr (Top-Bio s.r.o. Praha, Česká republika), dNTP (200 µM, 
Fermentas, Litva), MgCl2 (1.7 mM, Top-Bio s.r.o. Praha, Česká republika) a Taq DNA 
Polymerázu (0,5 jednotek, Top-Bio s.r.o. Praha, Česká republika) a doplněná sterilní 
deionizovanou vodou na finální objem 0,025 ml. Produkty získané z této PCR reakce byly 
inkubovány s restriktázami XapI, BseNI a BshNI a Bsp1431 (New England Biolabs, USA) 
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přes noc při 37 °C. Fragmenty byly následně separovány pomocí elektroforézy na 
agarovém gelu (3,5 %, Top Vision, Fermentas, Litva) a vizualizovány po barvení ethidium 
bromidem pod UV světlem. 
Stanovení genotypu A118G v OPRM1 byla provedena jak bylo popsáno v 
(Bartosova et al., 2015). Stručně, byla použita validovaná metoda PCR-RFLP s primery o 
sekvencích 5‘-AACACATACATGACCAGGAAGT a 5‘-
GGTCAACTTGTCCCACTTAGATC. Amplifikace DNA byla uskutečněna v My-Cycler 
(BioRad, USA), v 27 µl reakčním objemu obsahujícím genomickou DNA (60 ng), MgCl2 
(3 µl, 25 mM, Fermentas, Litva), roztok primerů (0.5 μl, 10 mM), dNTP (2,5 μl, 10 mM, 
Fermentas, Litva), 10x Biotherm pufer (2,5 μl, Fermentas, Litva), Tag DNA polymerázy 
(0,15 µl, Fermentas, Litva) a 15,85 µl sterilní deionizované vody v následující sekvenci: 
počáteční denaturace (2 min, 94 °C), následována 35 cykly denaturací (30 s, 94 °C), 
anelací (45 s, 60 °C), extenzí (60 s, 72 °C) a zakončená finální extenzí (7 min, 72 °C). 
Produkty získané z této PCR reakce byly inkubovány s restriktázami Bsh1236 I přes noc 
při 37 °C. Fragmenty byly následně separovány pomocí elektroforézy na agarovém gelu 
(3,5 %, Top Vision, Fermentas, Litva) a vizualizovány po barvení ethidium bromidem pod 
UV světlem. 
3.2. Ne-klinická studie 
3.2.1. Materiály  
Ketamin (Narkamon 100 mg/ml inj sol, Bioveta, Ivanovice na Hané, Česká 
republika) a xylazin (Rometar 20 mg/ml inj sol, Bioveta, Ivanovice na Hané, Česká 
republika) byly použity v in vivo studii. Amoxicilin s klavulonovou kyselinou (Sunulox 
RTU inj 100 ml, Zoetis / Pfizer, Česká republika), Isofluran (IsoFlo 250 ml, Zoetis / Pfizer, 
Česká republika), heparin (Heparin Léčiva inj 1x10 ml/50KU, Zentiva, Česká republika), 
Ketoprofen (Ketodolor inj 100 ml, LeVet Pharma b.v., Nizozemsko), Betadine (Egis, 
Maďarsko) a tkáňové lepidlo Henry Schein byly zakoupeny u Henry Schein (Brno, Česká 
republika). 4 lékové formy abirateron acetátu byly laskavě poskytnuty Zentivou, Česká 
republika. 
3.2.2. Zvířata 
Samci potkanů plemene Wistar byli zakoupeni u Velaz, Česká republika. Před 
započetím studie, zvířata byla aklimatizována standardním podmínkám (12 hodinový 
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cyklus dne-noci, teplota 22±2 °C, relativní vlhkost 50±10 %) a s ad libitum přístupu k vodě 
a standardní granulované potravě. Jídlo bylo odebráno na dobu 4 hodin před a po aplikaci, 
tj. celkově 8 hodin. Všechny experimenty a postupy byly provedeny v souladu s principy 
užití laboratorních zvířat Univerzity Karlovy se snahou o maximální minimalizaci utrpení 
zvířat. Experiment byl schválen Ministerstvem zemědělství a Ministerstvem školství, 
mládeže a tělovýchovy České republiky pod číslem 70030/2013-MZE-17214, resp. 
MSMT-9445/2018-8. Upravený katetr z polyuretanu medicinální jakosti (1.9-3Fr, Instech 
Laboratories, Plymouth Meeting, PA USA) byl propláchnut heparinizovaným glycerolem 
(250 IU/ml) a uzavřen portem (22 ga PinPort, Instech Laboratories) byl zaveden do a. 
carotis dle metodiky popsané Feng a kol. (Feng et al., 2015). Potkani byli před operací 
uspáni isofluranem (2,5-5 %), načež jim byl i.m. aplikován ketamin (100 mg/kg) a xylazin 
(5 mg/kg) pro udržení anestézie během operace, a s.c. antibiotikum jako prevence infekce 
(amoxicilin/klavulonová kyselina 1 ml/kg). Ketoprofen (5 mg/kg, s.c.) byl aplikován ihned 
po operaci a poté každých 12 hodin, pokud potkan jevil známky bolesti. Katetr byl 
proplachován denně fyziologickým roztokem (200 µl), čistým heparinem (50 µl) a utěsněn 
heparinizovaným glycerolem (30 µl) za užití stříkaček s PinPort injektorem (22 ga, Instech 
Laboratories). 
3.2.3. Plán studie 
Randomizovaná studie byla provedena v modelu nekompletního bloku za účelem 
srovnání farmakokinetiky 4 lékových forem abirateronu: Prototyp 1, Prototyp 2, Pozitivní 
kontrola, reference). Potkani, u nichž došlo k úplnému zotavení s navýšením hmotnosti 
alespoň deseti gramů oproti před-katetrizační váze, byli randomizováni. Každému 
randomizovanému potkanu byly postupně administrovány tři ze čtyř lékových forem 
abirateronu s 48-hodinových wash-out periodou mezi jednotlivými podáními v příslušné 
sekvenci (viz Tab. 10) dané randomizační skupinou. V den podání byla po 4-hodinovém 
odebrání přístupu k potravě potkanům gastrickou sondou aplikována příslušná léková 
forma (4,5 mg abirateronu v 1 ml deionizované vody, viz protokoly pro přípravu níže). 
Přístup k potravě byl opět umožněn až po ukončení odběrů, tj. po 4 hodinách. 
3.2.4. Příprava suspenzí pro aplikaci 
3.2.4.1. ODP 
Tablety Zytiga® 250 mg o průměrné váze 712 mg byly rozdrceny v laboratorním 
hmoždíři tloučkem a do 3-ml vialek bylo naváženo 33 mg, k rozpuštění v 2,5 ml 
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deionizované vody. To odpovídá ((250/712)*33)/2,5, tj. 4,6 mg/ml abirateron acetátu. 
Těsně před administrací pak bylo do těchto vialek napipetováno 2,5 deionizované vody, 
vialka uzavřena a ručně třepána 2 minuty tak, aby žádný materiál nezůstal přilepen ke 
stěně. Poté se vialky sonikovaly 20 minut. Z vialky byl následně okamžitě podán dvěma 
potkanům 1 ml suspenze, v případě potřeby se vialka před administrací protřepala, aby se 
zabránilo sedimentaci. 
3.2.4.2. Pozitivní kontrola 
Obdobně bylo do každé vialky naváženo 64 mg lékové formy „pozitivní kontrola“, 
odpovídající po rozpuštění v 2,5 ml deionizované vody 4,6 mg abirateron acetátu. Těsně 
před administrací bylo do vialky napipetováno 2,5 ml deionizované vody, a vialka byla 
ručně třepána 1 minutu tak, aby byl všechen materiál zcela dispergován. V opačném 
případě byla vialka třepána další minutu. Z vialky byl následně okamžitě podán dvěma 
potkanům 1 ml suspenze, v případě potřeby se vialka před administrací protřepala, aby se 
zabránilo sedimentaci. 
3.2.4.3. T1 
Obdobně bylo do každé vialky naváženo 37 mg lékové formy T1, odpovídající po 
rozpuštění v 2,5 ml deionizované vody 4,6 mg abirateron acetátu. Těsně před administrací 
bylo do vialky napipetováno 2,5 ml deionizované vody, a vialka byla ručně třepána tak, 
aby žádný materiál nezůstal přilepen ke stěně. Poté se vialky sonikovaly maximálně 5 
minut: po každé minutě byla vialka ručně protřepána a suspenze zkontrolována na 
přítomnost větších nedispergovaných částic. V jejich nepřítomnosti byla sonikace 
ukončena. Z vialky byl následně okamžitě podán dvěma potkanům 1 ml suspenze, 
v případě potřeby se vialka před administrací protřepala, aby se zabránilo sedimentaci. 
3.2.4.4. T2 
Obdobně bylo do každé vialky naváženo 42 mg lékové formy T2, odpovídající po 
rozpuštění v 2,5 ml deionizované vody 4,6 mg abirateron acetátu. Těsně před administrací 
bylo do vialky napipetováno 2,5 ml deionizované vody, a vialka byla ručně třepána tak, 
aby žádný materiál nezůstal přilepen ke stěně. Poté se vialky sonikovaly maximálně 5 
minut. Po každé minutě byla vialka ručně protřepána a suspenze zkontrolována na 
přítomnost větších nedispergovaných částic. V jejich nepřítomnosti byla sonikace 
ukončena. Z vialky byl následně okamžitě podán dvěma potkanům 1 ml suspenze, 
v případě potřeby se vialka před administrací protřepala, aby se zabránilo sedimentaci. 
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3.2.5. Odběry vzorků krve 
Vzorky krve (150 µl) byly odebírány přes katetr před a po administraci v časech 0,5, 
1, 1,5, 2, 2,5, 3 a hodiny. Objem odebrané krve byl nahrazen sterilním fyziologickým 
roztokem a katetr uzavřen zátkou heparinizovaného fyziologického roztoku (1250 IU/ml). 
Vzorky byly centrifugovány po 10 minut při 2000 x g a 4 °C. Vzorky séra byly skladovány 
při -80 °C před dalším zpracováním. 
 
Tab. 10: Plán neklinické studie 
Číslo 
skupiny 








1  ODP Pozitivní kontrola T1 
2  T2 ODP Pozitivní kontrola 
3  T1 T2 ODP 
4  Pozitivní kontrola T1 T2 
 
3.2.6. Analýza 
Vzorky byly zpracovány a měřeny na katedře analytické chemie přírodovědecké 
fakulty Univerzity Karlovy. V krátkosti, k determinaci abirateronu byla využita kapalinová 
chromatografie na Agilent Infinity 1290 systému s triple quad 6460 tandemovým 
hmotnostním spektrometrem (Agilent Technologies, Waldbronn, Německo).  K sepraci 
byla použita UPLC BEH C18 kolona (100 x 2,1; 1,7 µm) Acquity kolona (Waters, 
Milford, MA) termostatovaná na 40 °C. Mobilní fáze byla složena z 0,1 % mravenčí 
kyseliny v deionizované vodě (A) a acetonitrilu (B). Průtok byl udržován na 0,35 ml/min. 
Optimalizovaný gradientový program (min/% B) byl 0/30, 1,5/90, 3,0/90, 3,5/30 a 6,0/30. 
Injekční objem byl 2 µl a vzorky byly udržovány při 10 °C. Měření tandemové hmotnostní 
spektrometrie byly provedeny v módu multiple reaction-monitoring (MRM) za využití 
pozitivní elektrosprejové ionizace. MRM přechody 350,2 > 156,0 a 354,2 > 160,0 (kolizní 
energie 65 V a napětí fragmentoru 170 V) byly monitorovány pro abirateron, resp. 
abirateron-d4 (interní standard). Iontový zdroj byl nastaven následovně: teplota plynu: 350 
°C, průtok plynu: 8 L/min, tlak nebulizéru: 241 kPa, kapilární napětí 4000 V. 100 µl 
acetonitrilu obsahující abirateron-d4, 32 ng/ml) bylo přidáno k 25 µl plazmy, protřepáno 
na vortexu a centrifugováno (10 min/12500 rpm). 70 µl supernatantu bylo převedeno do 
chromatografické vialky. Linearita vyvinuté metody byla ověřena v koncentracích 1-600 
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ng/ml s přesností (relativní chyba %) v rozmezí ± 7,1 % a denní a mezidenní precizností 
2,4 až 5,2 %. 
3.2.7. Farmakokinetická a statistická analýza 
Farmakokinetická a statistická analýza byla provedena pomocí Phoenix WinNonlin® 
(Certera Princepton, NJ, USA). Koncentrace byly před analýzou přepočteny na hmotnost 
potkana. Sledované parametry byly Cmax, AUC a Tmax. Přirozená logaritmická 
transformace Cmax a AUC byla použita ve všech statistických výpočtech. AUC bylo 
spočítáno pomoci trapezoidálního pravidla, Cmax a Tmax byly vzaty z naměřených dat pro 
každého potkana a administraci. Farmakokinetické parametry byly analyzovány pomocí 
modelu ANOVA. Fixní faktory v tomto modelu byly faktor subjektu, podané lékové formy 
a periody a sekvence podání. 90% konfidenční intervaly pro exponent rozdílu v průměrech 
nejmenších čtverců mezi Testy a referenčním produktem byl spočítán pro přirozené 
logaritmické transformace farmakokinetických parametrů (poměr průměrů nejmenších 
čtverců pro Test proti referenci). Aktuální časy odběrů byly použity pro všechny 
farmakokinetické výpočty. Plánované časy odběrů byly použity pouze pro průměrné 
farmakokinetické křivky jednotlivých lékových forem. GraphPad Prism verze 8.00 pro 
Windows (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) byl použit pro vynesení těchto 
průměrných grafů.  
3.3. Klinická studie 
3.3.1. Materiály 
Nabumeton (Relifex® 500 mg MEDA AB Sweden) byl použity v klinické studii. 
Odběrové zkumavky (S – Monovette s Li-heparinem, Sarstedt, Numbrecht, Německo) byly 
použity pro odběr vzorků. Nabumeton p.a. (Sigma-Aldrich), 6-methoxy-2-naftyloctová 
kyselina (6-MNA) p.a. (MP Biomedicals) a naproxen jako interní standard, 98% (Sigma-
Aldrich) byly použity v analytické metodě. 
3.3.2. Plán studie 
Plán studie byl proveden v klasické formě bioekvivalenčních studií, nicméně v obou 
periodách byl podán stejný přípravek. Jednalo se tedy o nezaslepenou, two-way studii 




Vhodní dobrovolníci byli definováni: 18 – 55 let, BMI v rozmezí 19,0 až 24,9 kg/m2. 
Subjekt musel být zdravý ve fyzikálním, biochemické a hematologickém vyšetření. Mezi 
vylučující kritéria patřila účast v jiné klinické studii v předchozích 3 měsících, užívání 
produktů obsahujících nabumeton v předchozích 4 týdnech, alergie k nabumeton nebo 
chemicky příbuzným molekulám, užívání jakékoliv medikace kromě povolené ko-
medikace (perorální kontraceptiva), žíly nevhodné k opakovaným vpichům, systémové 
onemocnění schopné ovlivňovat metabolismus léčiv, nebo historie zneužívání drog či 
alkoholu, kouření více než 9 cigaret denně, aktivní virová infekce spojená s horečkou 
v předchozích 4 týdnech. Ženy navíc nesměly být těhotné nebo v laktaci. Studijní protokol 
byl schválen etickou komisí Všeobecné fakultní nemocnice v Praze, Česká republika a 
studie byla provedena v souladu s etickými principy Helsinské deklarace a jejích dotatků. 
Vzhledem k plánovanému studiu vlivu pohlaví a genetotypu MDR1 a CYP2D6, 
dobrobolnící byli vybráni tak, aby bylo 12 žen a 12 mužů, vždy po 6 homozygotech pro 
variantní a wildtype alelu u každého pohlaví. 
3.3.4. Administrace přípravku 
Dobrovolníci byli krátce hospitalizováni. Po nočním, alespoň 10-hodinovém lačnění 
byla dobrovolníkům ráno ve studijní dny 1 a 15 podána jedna tableta Relifex® (obsahující 
500 mg nabumetone) s 250 ml vody pod dohledem studijní sestry. Subjektům bylo podáno 
standardizované jídlo ne dříve než po 4 hodinách od podání studované medikace a 
následně v příslušných časech v každé periodě. S výjimkou vody k zapití tablety nebylo 
pití dovoleno hodinu před a po podání studijní medikace, jinak bylo dovoleno ad libitum. 
3.3.5. Odběry vzorků 
Vzorky venózní krve (9 ml) byly odebírány do zkumavek s heparinem před a 1, 2, 3, 
4, 6, 8, 10, 12, 24, 48, 72 a 96 hodin po podání. Vzorky byly ihned centrifugovány po 10 
minut při 2000 x g a 4 °C. Plazma byla rozpipetována po alikvotech o 1,5 ml do zkumavek 
a uchována při -80 °C až do analýzy. 
3.3.6. Analýza 
Ke stanovení koncentrací nabumetonu a jeho aktivního metabolitu 6-MNA v plazmě 
byla použita validovaná kapalinová chromatografie s UV detekcí. V krátkostu, vzorky 
plazmy byly zpracovány pomocí extrakce na solidní fázi. Kolonky Discovery® DSC-18 (1 
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ml, 100 mg, Supulco, USA) byla kondiciována 2 ml methanolu, a následně 2 ml vody. 
Směs 0,5 ml plazmy, 0,5 ml fosfátového pufru (pH 2), 50 µl fosforové kyseliny (10 %) a 
50 µ interního standardu (naproxen, 0,1 mmol/l) byl aplikován na kolonu a pod vakuem a 
za nízkého průtoku byl nechán protéct kolonkou. Absorbovaná frakce byla vymyta 
metanolem (2 ml) a vysušena. Residuum bylo rozpuštěno v mobilní fázi složené 
z acetonitrilu a trifluoroctové kyseliny (0,1 %) v poměru 50:50 a alikvot byl nastříknut na 
kolonu, Supelcosil LC-18 15 cm x 4,6 mm, 5 µm, Supelco, USA a separován na systému 
HP 1100 s UV DAD. Detekce byla provedena s vlnovou délkou 230 nm. Linearita byla 
ověřena pro rozmezí 0,2 – 20 µmol/l a 0,2-100 µmol/l pro nabumeton, resp. 6-MNA. 
Preciznost metody byla stanovena na 4,2-14,4 % pro nabumeton, resp. 2,4-12,5 % pro 6-
MNA, obdobně pro přesnost byly hodnoty 93,4-109,6 % a 87,8-107,4 %. 
3.3.7. Genotypizace 
Z krve dobrovolníků odebrané do zkumavek obsahujících EDTA byla pomocí 
standardní fenol-chloroformové metody izolována DNA (Cascorbi et al., 2001). Tato byla 
následně podrobena analýzám pro stanovení genotypu CYP2D6 a MDR1. 
Genotyp CYP2D6 (*1, *3, *4, *6, delece či multiplikace byl stanoven pomocí nested 
PCR-RFLP (Buzkova et al., 2008). Stručně, long range amplifikace proběhla v MyCycler 
(BioRad, USA) v následujících cyklech: počáteční denaturace (2 min, 94 °C), následována 
35 cykly denaturací (20 s, 94 °C), anelací (70 s, 57 °C), extenzí (345 s, 68 °C) a zakončená 
finální extenzí (7 min, 68 °C), v reakční směsi obsahující genomickou DNA (100 ng), 
primery (P100/P200, 0.240 µM), jeden LA PCR pufr (Top-Bio s.r.o. Praha, Česká 
republika), dNTP (500 µM, Fermentas, Litva), MgCl2 (1.7 mM, Top-Bio s.r.o. Praha, 
Česká republika) a LA Polymerázu MIX (1,5 jednotek, Top-Bio s.r.o. Praha, Česká 
republika). PCR produkt byl pak použit v PCR programu skládajícího se z počáteční 
denaturace (2 min, 94 °C), následováného 25 cykly denaturací (30 s, 95 °C), anelací (40 s, 
60 °C), extenzí (60 s, 72 °C) a zakončená finální extenzí (7 min, 72 °C) v reakční směsi 
obsahující zředěný LA-PCR produkt společné reakce (1 µl), jeden PCR pufr (Fermentas, 
Litva), MgCl2 (1.2 mM, Fermentas, Litva), dNTP (200mM, Fermentas, Litva), 
rekombinantní Tag polymerázu (0,75 jednotek, Fermentas, Litva) a primery (20 µM) 
specifické pro příslušné alely: P51/D2 pro CYP2D6*3, P*3/P2 pro CYP2D6*4 a *6. 
Produkty získané z této PCR reakce byly inkubovány s restriktázami BsaAI (New 
EnglandBiolabs, USA) pro CYP2D6*3, resp. BstNI (New England Biolabs, USA) pro 
CYP2D6*4 a *6 přes noc při 37, resp. 60°C. Fragmenty byly následně separovány pomocí 
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elektroforézy na agarovém gelu (3 %, Top Vision, Fermentas, Litva) a vizualizovány po 
barvení ethidium bromidem pod UV světlem. Přítomnost duplikované alely byla stanovena 
pomocí long range PCR amplifikace a použití primerů Cyp17/Cyp32. Ostatní podmínky 
byly identické. 
Genotyp MDR1 byl stanoven, jak bylo popsáno v (Pechandova et al., 2006), 
metodou upravenou dle (Cascorbi et al., 2001). Stručně, DNA amplifikace byla provedena 
v MyCycle thermocykleru (Biorad Laboratories, Hercules, CA) v následujících cyklech: 
počáteční denaturace (2 min, 94 °C), následována 35 cykly denaturací (30 s, 94 °C), 
anelací (45 s, 60 °C), extenzí (60 s, 72 °C) a zakončená finální extenzí (7 min, 72 °C), 
v reakční směsi obsahující genomickou DNA (60 ng), primery (sekvence jako v (Cascorbi 
et al., 2001), 8 nM), PCR pufr (Top-Bio s.r.o. Praha, Česká republika), dNTP (200 µM, 
Fermentas, Litva), MgCl2 (1.7 mM, Top-Bio s.r.o. Praha, Česká republika) a Taq DNA 
Polymerázu (0,5 jednotek, Top-Bio s.r.o. Praha, Česká republika) a doplněná 
deionizovanou vodou na finální objem 0,025 ml. Produkty získané z této PCR reakce byly 
inkubovány s restriktázami XapI BseNI a BshNI (New England Biolabs, USA). Fragmenty 
byly následně separovány pomocí elektroforézy na agarovém gelu (3,5 %, Top Vision, 
Fermentas, Litva) a vizualizovány po barvení ethidium bromidem pod UV světlem. 
3.3.8. Farmakokinetická analýza 
 Farmakokinetické parametry byly vypočteny pomocí programu WinNonlin® (verze 
5.3, Pharsight, USA). Aktuální časy odběrů byly použity pro farmakokinetické výpočty. 
Standardní farmakokinetické parametry byly vypočteny pro každý subjekt a periodu. 
3.3.9. Statistická analýza 
Statistická analýza byla provedena na programu MedCalc (v- 12.1.4.0, MedCalc 
Software bvba, Belgie). Farmakokinetické parametry Cmax a AUC každého subjektu byly 
srovnány pomocí ANOVA pro výpočet intra-individuální variability. Totéž bylo 
provedeno pro parciální AUC. Inter-individuální variabilita byla vypočtena zavedeným 






4.1. Metoda na analýzu sufentanilu v lidské plazmě 
Efekt matrice měl opačný vliv na oba analyty: signál sufentanilu byl snížen o 25,0 % 
a 32,32 % pro QC1, resp. QC3, signál fentanylu byl zesílen o 64,3 %. CV IS-
normalizovaného MF nebyl vyšší než 15 %. 
Kalibrační křivka (poměr plochy píku sufentanilu ku IS proti koncentracím analytů 
v lidské plazmě) byla lineární pro rozpětí koncentrací 16 pg/ml – 1000 pg/ml.  
Preciznost a přesnost jsou shrnuty v Tab. 11. 
 
Tab. 11: Preciznost a přesnost vyvinuté metody stanovení sufentanilu v rámci validace 


















(n = 6) 
10.5 100.6 4.44 104.4 4.33 97. 5 2.58 96.5 
Mezidenní 
(n = 18) 
10.4 93.5 3.83 102.9 5.70 93.3 4.29 94.3 
 
Chromatogramy 6 blank vzorků byly porovnány s chromatogramy kalibračního 
vzorku sufentanilu o nejnižší koncentraci (16 pg/ml) pro stanovení specifity metody. Na 
Obr. 6 a 7 lze vidět, že nedochází k žádné interferenci endogenních látek či metabolitů 
v retenčních časech IS nebo sufentanilu. 
 
 





Obr. 7: Chromatogram vzorku na hladině LLOQ 
 
 Stejně tak nedocházelo ke carry-over efektu: v blank vzorcích analyzovaných hned 
za QC3 nebyly naměřeny píky větší než 20 % dolního limitu kvantifikace a 5 % interního 
standardu. 
4.1.1. Aplikace metody 
 Výsledky genotypizace jsou shrnuty v Tab. 12. Průměrné farmakokinetické 
hodnoty jsou shrnuty dle genotypů v Tab. 13. Nebyly zaznamenány žádné statisticky 
signifikantní rozdíly mezi genotypy. 
 
Tab. 12: Zastoupení alel pro MDR1 (C434T, G2677T, G2677A) a OPRM1 (A118G) v studijní populaci  
C343T G2677T G2677A A118G 
WT-homozygoti 4 3 24 21 
Heterozygoti 10 9 1 4 











Tab. 13: Farmakokinetika v závislosti na jednotlivých genotypech MDR1 (C434T, G2677T, G2677A) a 
OPRM1 (A118G) v studijní populaci  
Cmax (pg/ml) AUC0-t (pg.min/ml) t1/2 (min) 
C343C 346.42 (201.23) 110519 (15921) 306.81 (240.95) 
C343T 422.89 (633.44) 102581 (73039) 420.73 (135.49) 
T343T 300.21 (177.9) 88380 (50707) 384.9 (128.34) 
G2677G/T/A 248.7 (86.64) 105684 (55091) 419.7 (212.24) 
T/A2677T/A 257.89 (240.69) 75265 (57863) 331.73 (58.91) 
A118A 370.88 (449.71) 96315 (47601) 374.46 (148.21) 
A118G 282.07 (138.19) 104366 (101326) 451.21 (165.46) 
 
4.2. Neklinická studie 
34 potkanů bylo randomizováno, z nichž 26 dokončilo všechny tři periody. 8 
potkanů předčasně ukončilo studii z důvodu smrti (2) nebo ucpaného katetru (6). Smrt 
nesouvisela s podáním abirateronu. 
Průměrné farmakokinetické profily lze vidět v Obr. 8. Časy pro jednotlivá podání 
jsou pro přehlednost v grafu odděleny pěti minutami (ač jsou současné), ze stejného 
důvodu chybové křivky jsou zobrazeny pouze v jednom směru, ač jsou ve skutečnosti 
obousměrné.  
 
Obr. 8: Průměrné farmakokinetické profily pro jednotlivé lékové formy 
 
Spočítané farmakokinetické parametry jsou shrnuty v Tab. 14 včetně statistického 
zhodnocení. Jak je patrno z průměrných křivek, všechny tři testované přípravky, tj. 
pozitivní kontrola a oba testované prototypy, dosáhly vyšší absorpce a expozice než 
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přípravek původní, ODP. U pozitivní kontroly navýšení přibližně o 45 % pro Cmax i AUC 
bylo na hranici signifikance: 90 % konfidenční interval 99.73 – 215.0 a 99.75 – 209.7 pro 
Cmax, resp. AUC. U obou testovaných prototype už prototype již navýšení dosáhlo 
signifikance: prototyp T1 dosahoval expozice přibližně 200% oproti ODP, s konfidenčními 
intervaly 130.1 – 284.9 a 145.1 – 309.4 pro Cmax, resp. AUC, pro T2 byla pak expozice 
nejvyšší, přibližně 250% s konfidenčními intervaly 179.16 – 391.84 a 180.7 – 385.1 pro 
Cmax, resp. AUC. Za pozornost stojí pak i Tmax, který nebyl signifikantně změněn u 
žádného z testovaných přípravků oproti ODP, ale pro pozitivní referenci vyšel na hranici 
signifikance menší, zatímco u obou testovaných přípravků se spíše klonil k vyšším 
hodnotám. Zdá se tedy, že pozitivní kontrola navýšila expozici spíše urychlením absorpce, 
zatímco oba prototypy jejím prodloužením.  
 
Tab. 14: Farmakokinetické parametry abirateron acetátu po administraci krysám (n = 26) ve 4 lékových 
formách. Hodnoty jsou dány jako průměr (SD) pro Cmax, AUClast, medián (rozmezí) a poměr 
















































































Faktor periody a lékové formy byl statisticky signifikantní pro Cmax a AUC, žádný 
z faktorů nebyl statisticky signifikantní pro Tmax, stejně jako faktor sekvence nebyl 
statisticky signifikantní pro žádný z farmakokinetických parametrů.  
   
4.3. Klinická studie 
Do studie bylo randomizováno 24 subjektů (12 mužů a 12 žen) s průměrným věkem 
24,83 ± 2.03 let a BMI 21,98 kg/m2. Základní demografické parametry se nelišily mezi 
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muži a ženami. Ve studii bylo 12 subjektů (6 mužů a 6 žen) s homozygotní wild-type 
alelou a 12 subjektů (6 mužů a 6 žen) s homozygotní C3435T mutací v MDR1 exonu 26. 
Mezi nimiž bylo identifikováno 7 subjektů s 2D6*4 alelou, 5 heterozygotů a 2 homozygoti, 
jeden z heterozygotů pak měl duplikovanou alelu *2. U jednoho subjektu pak byla 
identifikována delece genu CYP2D6. 
Průměrné farmakokinetické profily lze vidět na Obr. 9 a Obr. 10 pro nabumeton, 
resp. 6-MNA a průměrné farmakokinetické parametry jsou shrnuty v Tab. 15 a Tab. 16. 
Celkově v 17 a 3 případech z 24 individuální FK profily vykazovaly dvojitý pík (definován 
jako hodnota alespoň o 15 % vyšší než hodnota předchozí a následující) pro nabumeton, 
resp. 6-MNA. 
 




Obr. 10: Průměrné FK profily 6-MNA (n = 24) po podání 500 mg nabumetonu 
 
Tab. 15: Průměrné farmakokinetické hodnoty pro nabumeton (n = 24), průměr ± SD 
Cmax, mg/l 0,56 ± 0,20 
tmax, h 8,63 ± 7,05 
AUClast, h.mg/l 18,07 ± 7,19 
MRT, h 28,65 ± 5,54 
Cl, l/h 30,37 ± 17,09 
Vd, l 1045,72 ± 643,44 











Tab. 16: Průměrné farmakokinetické hodnoty pro 6-MNA (n = 24), průměr ± SD 
Cmax, mg/l 12,75 ± 1,42 
tmax, h 7,50 ± 6,87 
AUClast, h.mg/l 633,25 ± 177,64 
MRT, h 33,59 ± 3,30 
Cl, l/h 0,77 ± 0,23 
Vd, l 29,66 ± 9,72 
t1/2, h 27,82 ±7,47 
 
 Pro nabumeton nebyly zaznamenány žádné statisticky signifikantní rozdíly mezi 
pohlavími ať už v AUC, Cmax nebo v clearance. Průměrná hodnota AUC pro nabumeton 
byla 17,87 ± 7,53 h.mg/l a 18,27 ± 6,22 h.mg/l pro muže, resp. ženy, a odpovídající 
hodnoty pro Cmax byly 0,49 ± 0,18 mg/l a 0,62 ± 0,18 mg/l a pro clearance 30,88 ± 18,93 a 
29,87 ± 13,43 l/h. 
 Pro 6-MNA, průměrná hodnota AUC byla vyšší u mužů než u žen s 
odpovídajícími průměrnými hodnotami 721,23 ± 185,53 a 545,27 ± 97,69 h.mg/l (p = 
0,013), a clearance byla naopak vyšší u žen (0,88 ± 0,18 l/h) než u mužů (0,65 ± 0,22 l/h, p 
= 0,019). Pro Cmax žádné statisticky signifikantní rozdíly zaznamenány nebyly, 13,16 ± 
1,45 mg/l byl průměrný Cmax u mužů, u žen pak 12,34 ± 1,17 mg/l. 
 Srovnání koncentrací dle genotypů pro MDR1 nevedlo k odhalení žádného jasného 
vlivu mutace C3435T na koncentrace nabumetonu, 6-MNA nebo jejich poměru. Ačkoliv 
byly objeveny kusé „statisticky signifikantní rozdíly“ mezi expozicemi, jejich 
nepravidelnost svědčí spíše pro náhodný jev. Podobný výsledek byl pozorován pro 
CYP2D6. Vzhledem k tomu, že bylo mezitím odhaleno, že nabumeton se metabolizuje 
CYP1A2 (Turpeinen et al., 2009) a 6-MNA CYP2C9 (Matsumoto et al., 2011), nejedná se  
zcela překvapivý výsledek. 
 Intra-individuální variabilita nabumetonu a 6-MNA je sumarizována v Tab. 17. 
ISCV nabumetonu pro AUC byla 14,50 % a 15,32 % pro muže, resp. ženy. Odpovídající 
hodnoty pro AUC0-3 byly 16,48 % a 22,46 %, pro AUC4-10 26,14 % a 12,04 %, pro AUC12-
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96 15,85 % a 16,67 % a pro Cmax 11,66 % a 14,95 %. Podobně ISCV 6-MNA pro AUC byla 
7.58 % a 4,27 % pro muže, resp. ženy, a odpovídající hodnoty pro AUC0-3 byly 7,49 % a 
13,13 %, pro AUC4-10 5,89 % a 7,29 %, pro AUC12-96 7,85 % a 4,03 % a pro Cmax 5,99 % a 
4,64 %. 
 
Tab. 17: Intra-individuální variabilita hodnot AUC a Cmax (n = 24) pro 6-MNA a nabumeton 
 Nabumeton 6-MNA 
AUClast, % 15,59 6,40 
AUC0-3, % 19,94 10,47 
AUC4-10, % 20,02 7,04 
AUC12-96, % 17,60 6,46 
Cmax, % 13,66 5,42 
 
 Inter-individuální variabilita (CV) z fáze A pro nabumeton i 6-MNA je shrnuta v 
Tab. 18. CV nabumetonu pro AUC bylo 42,15 % a 34,02 % pro muže, resp. ženy. 
Odpovídající hodnoty pro AUC0-3 byly 48,64 % a 35,47 %, pro AUC4-10 52,58 % a 28,51 
%, pro AUC12-96 45,05 % a 33,63 % a pro Cmax 37,12 % a 29,66 %. CV 6-MNA pro AUC 
bylo 11,00 % a 9.44 % pro muže, resp. ženy a odpovídající hodnoty pro AUC0-3 byly 19,53 
% a 26,43, pro AUC4-10 13,54 % a 16,65 %, pro AUC12-96 28,41 % a 20,24 % a pro Cmax 
25,72 % a 17,92 %. 
 
Tab. 18: Inter-individuální variabilita hodnot AUC a Cmax (n = 24) pro 6-MNA a nabumeton 
 Nabumeton 6-MNA 
AUClast, % 39,79 28,05 
AUC0-3, % 43,00 23,70 
AUC4-10, % 41,39 16,52 
AUC12-96, % 39,54 29,78 






5.1. Validace metody pro sufentanil 
Po neúspěšném pokusu na hmotnostním spektrometru s iontovou pastí, kde bylo 
dosaženo jen průměrné senzitivity (dolní limit kvantifikace > 1 ng/ml) byl zvolen 
hmotnostní spektrometr s triple stage kvadrupólem s MS/MS detekcí. Zde bylo dosaženo o 
několi řádů vyšší senzitivity: roztoky sufentanily s koncentracemi pod 1 pg/ml stále 
produkovaly perfektní píky s plochami > 5000 a nízkou variabilitou. Po SPE bylo stále 
dosaženo dolního limitu kvantifikace 16 pg/ml s plochami přes 5000, poměrem píku 
k šumu > 10 a s akceptovatelnou přesností a precizností. Této senzitivity jiné metody 
v literatuře dosáhly zřídka, pouze Martens-Lobenhoffer a kol. (Martens-Lobenhoffer) 
dosáhli podobné citlivosti, a úctyhodně citlivá metoda podle Schmidt a kol. (Schmidt et al., 
2006) je citlivější. 
Několik metod příprav vzorků bylo použito, včetně jednoduché precipatace proteinů 
acetonitrilem, nicméně nakonec stále poměrně jednoduchá modifikace metody dle Liang a 
kol. (Liang et al., 2011), založená na promytí 1 % roztokem methanolu v DV, a následnou 
elucí methanolem, se ukázala být nejspolehlivější. 
Výrobce použité kolony pro samotnou kapalinovou chromatografii (Phenomenex®) 
přímo doporučoval dvě možné metody pro analýzu sufentanilu: s kyselou a zásaditou 
mobilní fází. Bazická mobilní fáze byla vyloučena velmi rychle, protože docházelo 
k štěpení píků sufentanilu, snad v důsledku blízkosti pH mobilní fáze k pKa sufentanilu. 
Kyselá mobilní fáze navržená výrobcem naproti tomu dávala čisté píky 
s reprodukovatelnými výsledky, a přes pokusy o další vylepšení citlivosti jinými 
podmínkami, popř. zjednodušení izokratickou elucí, nakonec zůstalo u poskytnutého 
návrhu výrobcem: 95 % mobilní fáze B (0,1 % roztok HCOOH v DV) a 5 % mobilní fáze 
A (0,1 % roztok HCOOH v DV) na počátku eluce, s graduálním převrácením na 25 % fáze 
B a 75 % fáze A ve 4 minutách. Stejně tak změna teploty eluce z 25 °C na 35 °C měla 
zanedbatelný vliv na chromatografické rozlišení, s několika procentuálními změnami 
v elučních časech a senzitivitě. Jelikož 25 °C značně urychlovalo ekvilibraci, byla použita 
tato teplota. Isokratické podmínky se ukázaly být zcela nepoužitelné: 50 % a více 
methanolové fáze prostě vymylo okamžitě celý nástřik z kolony. Na druhé straně více 
akvatické podmínky, tj. méně než 50 % methanolové fáze, příliš neprospívali analýze 
z hlediska separace píků a rozšiřování píku pro sufentanil. Pod 20 % methanolové fáze pak 
prodloužilo retenci obou analytů nad 10 minut. 
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Kalibrační křivka (poměr plochy píku sufentanilu ku IS proti koncentracím analytů 
v lidské plazmě) byla lineární přes poměrně široké rozpětí koncentrací 16 pg/ml – 1000 
pg/ml. Horní limit byl zvolen na základě předpokládaných koncentrací v klinických 
vzorcích, ostatně předchozí neúspěšný pokus s hmotnostním spektrometrem s iontovou 
pastí s dolním limitem kvantifikace ~1 ng/ml nezachytil žádné koncentrace sufentanilu 
v testovaných klinických vzorcích. Průměrná kalibrační křivka měla tvar: y = 0,0118x + 
0,0005 a R2 = 0,9984 s variabilitou pod 5 % pro všechny parametry. Toto široké kalibrační 
rozpětí teoreticky umožňuje využití této metody nejen pro dospělé pacienty, ale i pro 
pacienty pediatrické, u nichž jsou koncentrace povětšinou nižší (Bartkowska-Sniatkowska 
et al., 2016). 
 Metoda byla následně úspěšně aplikována na klinické vzorky pacientů 
podstupujících operaci srdce, u nichž byl sufentanil použit v rámci anestetické medikace. 
Pacienti byly zároveň genotypizováni na alely v genech pro MDR1 a OPRM1 pro 
stanovení jejich vlivu na koncentrace sufentanilu. Mezi genotypy nebyly prokázány žádné 
statistické rozdíly v naměřených a spočítaných farmakokinetických parametrech. 
V literatuře pro žádný z těchto genotypů rovněž nebyl prokázán žádný rozdíl na 
farmakokinetiku, ačkoliv vliv na dávkování sufentanilu, vnímání bolesti při jeho použití 
byly opakovaně popsáno v literatuře (De Capraris et al., 2011), (Camorcia et al., 2012), (Pu 
et al., 2019), (Bartosova et al., 2019), (Zhao et al., 2019), a k podobným výsledkům jsme 
došly i v naší studii, jež jsme prezentovali na konferenci Personal Genomes, 2013, ale jež 
jsou mimo záběr této práce. Proč se tyto rozdíly neodrazily i na koncentracích sufentanilu 
není zcela jasné. U MDR1 toto může být dáno tím, že koncentrace v periferii zcela 
neodráží koncentrace na místé účinku, tj. v CNS. U OPRM1 toto může být jednak tím, že 
OPRM1 jakožto gen pro opioidní receptor samozřejmě sám o sobě nemá vliv na 
koncentrace sufentanilu. Vliv je nepřímý: mutace v receptoru může způsobit nedostatečnou 
odpověď na stejné koncentrace a pacient může vyžadovat koncentrace vyšší, nicméně tento 
subjektivní parametr může mít sám o sobě vyšší variabilitu a počet subjektů s variantní 
alelou (4), a to jen v hetoregenní uspořádání, mohl být nedostatečný pro průkaz tohoto 
rozdílu. Navíc pacienti v anestézii pod vlivem většího množství látek mohou mít případně 
sníženou odpověď na sufentanil zcela zastřenou. 
5.2. Neklinická studie 
 Jak bylo zmíněno na začátku, abirateron je léčivo s vysokou variabilitou a 
s vysokým vlivem jídla na absorbci účinné látky. Vývoj lékové formy, jež by navýšila 
77 
 
biodostupnost abirateronu na lačno by bylo v konečném důsledku možno eliminovat efekt 
jídla a navíc snížit dávkování. V rámci tohoto vývoje bylo na VŠCHT připraveno vícero 
prototypů, u nichž bylo potřeba vyhodnotit in vivo jejich FK vlastnosti a vyhodnotit 
případné snížení variability. 
Farmakokinetické studie u zvířat jsou povětšinou prováděny s tzv. „sparse 
sampling“, tedy v modelu, kdy farmakokinetické profily jsou konstruovány z vícero zvířat, 
přičemž každé zvíře do tohoto profilu příspívá pouze jedním až třemi body. Je tomu jednak 
proto, jak problematické mohou být opakované náběry zejména u hlodavců, a rovněž 
proto, že takový přístup má potenciálně menší vliv na zdraví zvířete a je tedy možné u 
takového zvířete sledovat i nezastřenou toxicitu podané látky (Burtin et al., 1996). Na 
druhou stranu je taková přístup naprosto nevhodný pro popis variability, kdy lze jen stěží 
popsat i inter-individuální variabilitu, tedy variabilitu v populaci, natož variabilitu v rámci 
jednotlivce, nebo pro srovnání lékových forem, kdy se právě snažíme vynulovat všechnu 
variabilitu, kromě variability jediné – té mezi lékovými formami. Za tímto účelem se 
nejčastěji provádí srovnání expozic po podání různých lékových forem stejným subjektům, 
ve stylu klasické bioekvivalenční studie. Takové studie jsou velmi užitečné a flexibilní 
schopné dle designu identifikovat žádanou variabilitu. V paralelním designu, kdy se 
jednoduše srovná jedna léková forma v jedné skupině a druhá léková forma ve skupině 
jiné, získáme variabilitu celkovou. V mírně komplexnějším designu, cross-over, kdy se de 
facto po paralelní studii zopakuje studie stejná – tentokrát s prohozenými lékovými 
formami v rámci skupin, jsme již schopni celkovou variabilitu rozdělit na variabilitu inter a 
intra-individuální. Konečně, opět zopakováním celé cross-over studie, tedy provedením 
studie replikované, lze určit ISCV a CV pro jednotlivé lékové formy (EMA, 2010). 
 Provedení podobné studie je však právě poměrně náročné na odběr velkého 
množství vzorků od jednoho subjektu, což u člověka povětšinou nemusí být problém, u již 
zmíněných hlodavců je problematické provedení značného množství odběrů a konečně i 
celková ztráta krve může snadno přesáhnout kritickou hranici – asi 15 % celkového 
objemu krve. 
 Krev je od zvířat, specificky od potkanů, klasicky odebírána z ocasu, popř. z retro-
orbitálního žilního plexu. Toto se ukázalo jako prakticky neproveditelné vzhledem k délce 
a počtu opakovaných náběrů. V tomto případě byla jediná možnost a to provést před 
samotnou studií u všech potkanů katetrizaci. Aby se předešlo vykousávání a dalším 
problém, potkani jednak museli být chováni po jednom a katetr bylo nutno umísit na hřbet 
těsně za hlavu. Za tímto účelem byla provedena operace, kdy se do a. carotis zavedl katetr, 
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jenž se pak podkožním tunelem zavedl za hlavu na hřbet. Přesto u jednoho ze studijních 
potkanů došlo k vytržení katetru a následné exsangvinaci. 
Dalším problém se ukázal být počet testovaných lékových forem. Jednalo se jednak o 
referenci, dále pozitivní kontrolu, tj. lékovou formu, u níž již byla prokázána zvýšena 
expozice oproti referenci, a následně dva prototypy. To by znamenalo 12 sekvencí o 
čtyřech periodách, aby se každá formulace otestovala proti každé formulaci, a ač počet 
sekvencí lze zjednodušit ve Wiliamsově plánu na 4, počet period by stále mohl 
představovat nesnáze z hlediska časové náročnosti, funkčnosti katetru, či jeho infekci, 
objemu krve atd. Z tohoto důvodu byl nakonec zvolen plán studie s neúplným blokem, kdy 
každá sekvence obsahuje menší počet formulací, než kolik je celkově testováno: v našem 
případě každá sekvence obsahovala vždy pouze 3 ze 4 formulací. Aby se pak 
minimalizoval faktor periody, lékové formy se přiřazují tak, aby byl plán studie 
balancovaný napříč periodám, tedy aby každá léková forma se v každé periodě opakovala 
stejným počtem, viz Tab. 10. Ačkoliv v takovém plánu studie žádný ze subjektů/zvířat není 
vystaven všem lékovým formám, je stále možné odhadnout rozdíly v průměrné 
biodostupnosti mezi faktory kterékoliv dvojice lékových forem se stejným stupněm 
přesnosti jako v plánu studie klasickém, a je rovněž možné odhadnout nepokřivené 
formulační faktory (Chow and Liu, 2009). 
Wash-out perioda se zvolila konzervativně na 48 hodin. Abirateron má poměrně 
krátký poločas a pravděpodobně by dostačovalo i 24 hodin, nicméně ke snížení nárazového 
stresu pro zvířata byl mezi jednotlivé administrace vložen jeden den pro jejich zotavení. 
Tato perioda opravdu zcela dostačovala, v žádných predose vzorcích z druhé a třetí periody 
nebyl abirateron detekován. 
 Ve studiích srovnávajících expozice po podání různých lékových forem se většinou 
podává jedna stejná dávka všem subjektům, protože každý subjekt je sám sobě kontrolou a 
případné hmotnostní rozdíly mezi subjekty tedy nehrají roli. Toto bylo učiněno i zde, a 
značně to i zjednodušilo přípravu suspenzí k aplikaci a zpřesnilo dávkování. Jelikož však 
jejich hmotnost a fyziologie je mnohem méně stabilní než u lidí, naměřené koncentrace se 
před farmakokinetickou a statistickou analýzou vztáhly k aktuální hmotnosti zvířete v dané 
periodě.  
Naproti tomu odběrový interval nebyl zvolen dostatečně dlouhý. Na základě 
literárních dat, kde Tmax je udáván nanejvýše 2 h (Gurav et al., 2012) bylo předpokládáno, 
že 4 hodiny odběrů budou zcela dostačující. Vzhledem k tomu, že i průměrná křivka T2 
vykazuje růst koncentrace i v posledním bodu odběrů, což je úkaz, jejž vykazovala asi 
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polovina všech individuálních farmakokinetických profilů potkanů exponovaných T2, 
dostačující nebyl. Stalo se tak nejspíše proto, že nové lékové formy vykazovaly 
prodloužené či rozšířené absorpční okno, jež vedlo jednak k zvýšené expozici, rovněž pak 
právě k oddálení Tmax. U abirateronu se předpokládá, že jeden z mechanismů snížené 
biodostupnosti je skutečnost, že poté, co se abirateron rozpustí v nízkém pH žaludku, ve 
střevě, kde je pravděpodobně nejvíce vstřebáván, dochází k jeho precipitaci a následnému 
vyloučení – asi 55 % podané dávky je vyloučeno jako abirateron acetát (Acharya et al., 
2013). Nové lékové formy byly navrženy právě pro vyřešení tohoto problému. První nová 
léková forma (T1) obsahuje HPMC Methocel E5, který je silným precipitačním 
inhibitorem. Druhá nová léková forma (T2) využívá jiného principu, a to s „laděným“ 
uvolňováním, která obsahuje HPMCA-LF, polymer špatně rozpustný v kyselém pH (a tedy 
v žaludku), kdy nedojde tedy k vysokým hladinám supersaturace a látka je absorbována 
před precipitací. Tento polymer navíc má rovněž mírný inhibiční efekt na precipitaci, který 
může pomoci v absorci abirateronu. Pro srovnání pozitiní kontrola obsahuje Soluplus®, 
excipient hojně využíváný pro zvýšení solubilizace, čehož dosahuje tvorbou micel. 
V disolučních experimentech (blíže popsaných v (Boleslavská et al., 2020)) bylo toto 
chování potvrzeno, kdy pozitivní kontrola poměrně dobře disolvovala v kyselém pH 
s tendecí k supersaturaci v biorelevantním médiu FaSSIF (tj. Fasted Stated Simulated 
Intestinal Fluid, simulovaná intestinální tekutina na lačno o pH = 6,5). Ne zcela optimální 
výsledek v in vivo lze vysvětlit tím, že samotná solubilizace ve formě micel nemusí vést ke 
zvýšení absorpce, jak bylo ukázáno pro jiné micelární systémy, kde docházelo k poklesu 
toku přes intestinální stěnu ve chvíli, kdy byla zvýšena rozpustnost ve vodě (Miller et al., 
2011). Na druhou stranu nová formulace T1 se rozpuštěla nejlépe v kyselém pH a rovněž 
supersaturovala ve FaSSIF, na rozdíl od pozitivní reference však toto nebylo dáno 
zvýšenou solubilizací, ale inhibicí precipitace a zřejmě proto došlo k zvýšené absorpci jak 
proti pozitivní referenci, tak proti originálnímu přípravku (asi 200 % expozice oproti 
ODP). Nejúspěšnějším přístupem však byl „laděné“ uvolňování využitém u formy T2, u 
kterého docházelo také k nejvyšším hladinám supersaturace. Díky pH-responzivním 
polymeru dojde při změně pH k uvolnění abirateronu. Jak se abirateron vstřebává, více 
může být opět uvolněno, což vysvětluje rovněž i změněný charakter průměrné FK křivky 





5.3. Klinická studie 
 Pro vyhodnocení intra-individuální variability nabumetonu a jeho aktivního 
metabolitu 6-MNA, a efektu pohlaví byl opět zvolen model BES, tentokrát však na 
zdravých dobrovolnících. Vzhledem k tomu, že však nebylo záměrem srovnávat více 
lékových forem, ale jen jednu, intra-individuální variabilitu bylo lze zhodnotit i 
v klasickém cross-over plánu studie. 
K stanovení intra-individuální variability byl tedy opět použit klasický BES plán 
studie, cross-over. Zatímco v rámci běžné cross-over BES je dobrovolníkovi podána jedna 
léková forma v první periodě a v další periodě léková forma druhá, zde se podala dvakrát 
stejná léková forma stejnému dobrovolníkovi, čímž navíc odpadla nežádoucí mezi-
formulační variabilita a bylo možno kvantifikovat opravdu čistou variabilitu intra-
individuální. 
Intra-individuální variabilita farmakokinetiky je zásadně důležitá pro úspěch léčby a 
stabilitu terapeutické odpovědi u daného pacienta v čase. Kvůli nedostatku dat pro ISCV 
nabumetonu v literatuře přesný výpočet populačního vzorku nebyl možný, byl tedy zvolen 
plán studie 12+12 na základě toho, že obecně 12 subjektů je minimální počet stanovený 
pro BES regulačními autoritami a je vhodný též ke zhodnocení FK rozdílů mezi pohlavími. 
Stanovené farmakokinetické profily vykazovaly dvojitý pík, jak bylo publikováno již 
dříve pro 6-MNA (Lee et al., 1995) i parentní látku (Kobylinska et al., 2003). Tento 
fenomén je nejčastěji způsoben enterohepatálním oběhem, což pro nabumeton není možné, 
vzhledem k absenci funkční skupiny schopné konjugace. I pro 6-MNA toto bylo vyloučeno 
již dříve (Brett et al., 1990).  Z tohoto důvodu lze předpokládat spíše interakci mezi 
nabumetonem a 6-MNA s žlučovými kyselinami a vytváření micel, jak bylo popsáno pro 
beta-blokátory (Davies et al., 2010).  
AUC nabumetonu byla asi stokrát vyšší v naší studii než ve studii Kobylinska a kol. 
(Kobylinska et al., 2003): 18,07 mg.h/l vs. 0,19 mg.h/l, a Cmax byl asi 40 vyšší: 0,56 mg/l 
vs. 0,014 mg/l. V naší studii byla navíc použita poloviční dávka oproti studii Kobylinske 
(500 mg vs. 2x500 mg). Vzhledem k tomu, že neexistuje další studie s FK nabumetonu a 
popis studie Kobylinske je velmi stručný, tyto rozdíly lze jen těžko vysvětlit. Protože však 
naše hodnoty pro 6-MNA jsou velmi blízké hodnotám v jiných studiích (Kendall et al., 
1989), (Nobilis et al., 2003), lze předpokládat, že i hodnoty nabumetonu budou obdobné, a 
že v této studii popsané koncentrace nabumetonu odpovídají koncentracím skutečným. Ve 
studii Nobilise a kol. (Nobilis et al., 2003) nebyly nabumeton vůbec detekován, ale toto 
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vcelku odpovídá jimi reportovanému dolnímu limitu kvantifikace, kterého nedosáhly ani 
maximální koncentrace u některých dobrovolníků z naší studie. 
Naše studie nakonec nepotvrdila vysokou variabilitu pro nabumetonu, s ISCV 15,56 
% pro AUC a 13,66 % pro Cmax je tato variabilita pouze průměrná. Na rozdíl od běžné 
situace bylo Cmax stejně variabilní jako AUC, což bylo pravděpodobně způsobeno 
nestandardní farmakokinetikou nabumetonu, specificky dvojitým píkem. Po oxidaci na 6-
MNA klesla variabilita na minimum, 6,40 % pro AUC a 5,42 % pro Cmax. Toto je 
očekávané pozorování, metabolit je často méně variabilní, především u léčiv, u kterých je 
limitujícím faktorem metabolické přeměny průtok játry, a kdy metabolismus není příliš 
komplexní (Midha et al., 2005). ISCV nabumetonu byla mírně vyšší především pro 
počáteční koncentrace, 19,94 a 20,02 pro AUC0-3, resp. AUC4-10 vs. 17,60 pro AUC12-96, 
což odpovídá vysoké variabilitě v Tmax (Davies, 1997). Podobná, dokonce mírně výraznější 
situace byla i u 6-MNA, kdy AUC0-3 vykazovalo ISCV 10,47 %, zatímco AUC4-10 a 
AUC12-96 7,04 %, resp. 6,46 %. Pro CV byla situace u nabumetonu stejná, AUC0-3 
vykazovalo 43,00 %, pro AUC4-10 CV kleslo na 41,39 % a pro AUC12-96 až na 39,54 %. U 
6-MNA CV kolísala, z 23,70 % pro AUC0-3 klesla na 16,52 % pro AUC4-10, pak opět 
stoupla na 29,78 % pro AUC12-96. 
Pro nabumeton, na rozdíl od 6-MNA, nebyly zaznamenány signifikantní rozdíly ve 
farmakokinetice léčiv mezi pohlavími. Toto může být jednak způsobeno tím, že tyto 
rozdíly jsou až v clearance 6-MNA, jak bylo pozorováno: zvýšená clearance 6-MNA u žen 
by logicky vedla ke snížené expozici 6-MNA u této skupiny, ale neměla by efekt na 
expozici nabumetonu. Toto by bylo možné vysvětlit sníženým distribučním objemem 6-
MNA (hydrofilní molekula oproti nabumetonu) a tedy rychlejší clearance (viz kapitolu 
1.1.1.2 Pohlaví). Na druhou stranu absence signifikantních rozdílů mohla být také 
způsobena několika násobně vyšší variabilitou farmakokinetiky nabumetonu než 6-MNA, 
kdy případné rozdíly mezi pohlavími byly zastřeny rovněž velkými rozdíly mezi 





 Variabilita farmakokinetiky, ať už v rámci jednotlivce, tedy variabilita intra-
individuální, nebo mezi jednotlivci, tedy variabilita inter-individuální, je naprosto zásadní 
v klinické praxi i výzkumu. Inter-individuální variabilita komplikuje dávkování v populaci, 
především u léčiv s úzkým terapeutickým indexem, a může vyžadovat individualizované 
dávkování pro každého pacienta. Vysoká intra-individuální si pak může vyžadovat 
dlouhodobé terapeutické monitorování léčiv především u léčiv opět s úzkým terapeutickým 
indexem, popř. u takových, které nemají jednoduše měřitelný zástupný parametr, rovněž 
pak komplikuje a prodražuje farmaceutický výzkum. 
 V této práci jsou popsány postupy ke studování této variability. Bylo využito studií 
s návrhem odvozeným od bioekvivalenčních studií, jednak pro popis intra-individuální 
variability nabumetonu u zdravých dobrovolníků a rovněž efektu pohlaví na 
farmakokinetiku. Podařilo se prokázat, že intra-individuální variabilita nabumetonu i jeho 
aktivního metabolitu 6-MNA je pouze průměrná a lze jej tedy poměrně spolehlivě využívat 
v klinické praxi v rámci jednoho pacienta. Poněkud vyšší variabilita inter-individuální a 
rozdíly mezi pohlavími ve farmakokinetice aktivního metabolitu však poukazují na 
případnou nutnost optimalizovat dávkování pro konkrétního pacienta. V neklinické studii 
pak byl navržen speciální model pro rychlé a poměrně levné zhodnocení biodostupnosti 
více nových lékových forem abirateron acetátu v potkanech, jejichž navýšená expozice by 
mohla snížit náklady na výrobu aktivní složky, zmírnit zamořování prostředí hormonálním 
disruptorem snížením exkrece vysokého množství nevyužité látky, a nakonec i možná 
usnadnit klinickou situaci eliminováním vlivu potravy na expozici a tedy jednoho ze zdrojů 
variability, alespoň za těchto předpokladů: expozice s jídlem již nemůže v zásadě růst, 
pokud se v sytém stavu vstřebá i z originální lékové formy většina podaného množství, a 
expozice na lačno s novou lékovou formou vzrostla několikanásobně. Ve výsledku dochází 
k přiblížení expozic po jídle a na lačno, a tedy zmírnění vlivu jídla.  
Tento model byl úspěšně aplikován s povzbudivým výsledkem, kdy byla popsána 
více než 250 % zvýšení expozice oproti originálnímu přípravku. Pokud je nám známo, 
jedná se o první použití plánu studie s neúplným blokem pro stanovení relativní 
biodostupnosti v neklinické studii na potkanech. Velmi dobrá shoda výsledků s in vitro 
daty naznačuje, že tento model by mohl být využit v moderním vývoji lékových forem, 
který je v současné době na vzestupu a ve svojí důležitostí již téměř dosahuje vývoj 
nových molekul. Optimalizací lékové formy lze totiž často napravit nevhodné vlastnosti 
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molekuly, např. nízkou systémovou expozici, vliv potravy, závislost expozice na pH 
žaludku apod., tedy problémy, jež se mohou objevit až v pozdější fázi vývoje, kdy 
optimalizace molekuly již není zcela možná. A ač konečný průkaz vhodných 
farmakokinetických vlastností v lidské populaci bude vždy možno získat až ve studiích 
klinických, využití podobného modelu je výhodné nejen z toho očividného hlediska 
finančního a časového, ale může být vhodnější i eticky, bez exponování zdravých 
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